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ISOLASI DAN ELUSIDASI STRUKTUR QUERCETRIN DARI  
DAUN NYAMPLUNG (CALOPHYLLUM INOPHYLLUM  L1NN) 
 
ANNA ISKANDARI 
Jurusan Kimia. Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 
Universitas Sebelas Maret 
 
ABSTRAK 
 
 Pada penelitian ini telah dilakukan isolasi pertama kali quercetrin, suatu 
senyawa flavonoid glikosida dari daun Calophyllum inophyllum L. Ekstraksi 
quercetrin dari daun dengan metode maserasi menggunakan metanol. Fraksinasi 
dan pemurnian senyawa dari ekstrak metanol menggunakan silika gel untuk 
kromatografi vakum cair dan kromatografi flash, sedangkan sephadex LH-20 
untuk kromatografi kolom. Penentuan struktur menggunakan analisis data UV, IR, 
1H NMR, 13C NMR, 13C NMR DEPT 90 termasuk  HMQC and HMBC. Spektra 
UV memperlihatkan adanya dua pita serapan pada panjang gelombang 256 dan 
349 nm. Spektra IR dari quercetrin menunjukkan gugus fungsi OH (3294 cm-1), 
C-C alifatik (2931 cm-1), C=O (1728 cm-1), C=C aromatik (1504 dan 1604 cm-1) 
dan C-O-C eter (1064 cm-1). Spektra 13C NMR menunjukkan 14 karbon aromatik, 
satu karbonil, dan enam karbon alifatik. Kemudian indentifikasi dengan spektra 
1H NMR memperlihatkan adanya lima proton aromatik, proton hidroksi, lima 
proton alifatik dan 3 proton  metil. Berdasarkan data-data tersebut menunjukkan 
suatu senyawa flavonoid (quercetin) yang mengikat suatu gugus gula yaitu 
rhamnosil. Berdasarkan data HMBC, rhamnosil terikat pada C-3 dari quercetin. 
Senyawa ini dikenal dengan nama quercetrin (quercetin-3-O-rhamnosida). 
 
Kata Kunci: Calophyllum inophyllum L., clusiaceae, daun, quercetrin (quercetin 
3-O-rhamnosida) 
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ABSTRACT 
 
 This study report the first isolation of quercetrin, a flavonoid glikosida 
from leaves of calophyllum inophyllum L. Isolation of quercetrin was prepared by 
maceration method using methanol. Fractination and purification of compound 
from methanol extracts by silica gel-vacuum liquid chromatography, silica gel-
flash chromatography, and sephadex LH-20 chromathography column. The 
structure was determined by analysis of UV, IR, 1H NMR, 13C NMR, 13C NMR 
DEPT 90 spectral data including HMQC and HMBC. The UV spectrum showed 
two band peaks at λ 256 and 349 nm. The infra red spectra of quercetrin indicated 
the presence of charactheristic functional group such as OH (3294 cm-1), aliphatic 
C-H (2931 cm-1), C=O (1728 cm-1), aromatic C=C (1604 and 1504 cm-1) and 
ethers C-O-C (1064 cm-1). The spectra 13C NMR showed 14 aromatic carbons, 1 
carbonil and 6 aliphatc carbons. The spectrum 13C NMR DEPT 90 presences there 
are 10 carbons methine. Further indentifiacation with 1H NMR spectra presence 
there are five aromatic protons, hydroxy protons, five aliphatic protons and three 
protons methyl. Based of these data, presence a flavonoid (quercetin) correlated 
with rhamnosyl. In the HMBC spectrum, rhamnosil was correlated with C-3 of 
quercetin. This compound known as quercetrin (quercetin-3-O-rhamnoside). 
 
Keywords: Calophyllum inophyllum, clusiaceae, leaves, quercetrin (quercetin 3-
O-rhamnoside) 
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MOTTO 
 
 
Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Maka apabila kamu 
telah selesai (dari suatu urusan), Kerjakanlah dengan sungguh-sungguh 
(urusan) yang lain. 
(Alam Nasyrah: 6-7) 
 
Manusia yang paling lemah adalah manusia yang tidak mampu mencari 
teman. Namun yang lebih lemah dari itu ialah orang yang banyak 
mempunyai banyak teman tetapi menyia-nyiakannya. 
(Ali bin abu Thalib)  
 
Orang-orang mulai menjadi begitu luar biasa ketika mereka mulai berpikir 
bahwa mereka bisa melakukan. Saat, mereka mulai percaya pada diri-
sendiri, mereka memiliki rahasia kesuksesan yang pertama. 
(Norman Vience Peale) 
 
Persahabatan adalah hal tersulit untuk dijelaskan di dunia ini.  Ini bukan 
mengenai apa yang anda pelajari di sekolah. Tetapi, bila anda tidak pernah 
belajar makna persahabatan, anda benar-benar tidak belajar apa pun. 
( Muhamad Ali) 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang Masalah 
Indonesia memiliki beraneka ragam flora hayati yang digunakan untuk 
pengobatan tradisional. Salah satu tumbuhan tersebut berasal dari famili 
Clusiaceae dari genus Calophyllum. Tumbuhan yang termasuk genus ini antara 
lain: Calophyllum amoenum Wall, Calophyllum inophyllum Linn, Calophyllum 
lanigerum Miq dan Calophyllum venolosum Zoll dan Mor. Tumbuhan 
Calophyllum inophyllum Linn tumbuh subur diberbagai daerah di Indonesia, 
antara lain: Sumatera, Jawa Tengah, Nusa Tenggara, Sulawesi, dan Bali. 
Sedangkan spesies yang lain hanya tumbuh didaerah tertentu di Indonesia. 
Calophyllum inophyllum Linn lebih banyak dimanfaatkan dibandingkan 
tumbuhan Dari genus ini (Heyne, 1987). 
Secara tradisional air rendaman daun tumbuhan C. inophyllum dapat 
menyejukkan mata dan mengobati mata yang meradang. Biji buah C. inophyllum 
merupakan sumber obat-obatan tradisional (obat gatal, koreng, penumbuh 
rambut). Ekstrak daun dan biji dari tumbuhan ini mampu menghambat 
pertumbuhan dari larva Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi dan  Aedes 
aegypti (Muthukrishnan et al., 2001). Senyawa diisolasi dari daun C. inophyllum 
diketahui mempunyai aktivitas sebagai penghambat virus HIV (Patil et al., 1993) 
Pemanfaatan obat tradisional berhubungan dengan senyawa kimia yang 
terkandung di dalam tumbuhan tersebut. Penelitian tentang isolasi senyawa kimia 
dari daun C. inophyllum. pernah dilakukan oleh Patil (1993), Khan (1996), dan 
Ali (1999). Penelitian mereka menghasilkan senyawa yang berbeda. Patil berhasil 
mengisolasi senyawa kumarin, Khan mengisolasi senyawa benzodipiranon, dan  
Ali mengisolasi senyawa  turunan benzodipiranon , triterpenoid, dan steroid. 
Metode isolasi yang dilakukan oleh Patil, Khan, dan Ali berbeda satu sama 
lain. Pada proses awal untuk mendapatkan ekstrak, Patil menggunakan metode 
perkolasi dengan pelarut MeOH:CH2Cl2 (1:1). Berbeda dengan yang dilakukan 
Ali, pada penelitiannya menggunakan metode maserasi dengan merendam sampel 
1 
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dalam EtOH selama 15 hari. Sedangkan penelitian yang dilakukan Khan adalah 
dengan metode ekstraksi dalam pelarut EtOH. Pada proses fraksinasi, Patil dan 
Khan menggunakan kromatografi kolom dengan silika gel. Sedangkan Ali 
menggunakan kromatografi vakum cair dilanjutkan dengan kromatografi kolom. 
Berbedaan hasil yang penelitian diduga dikarenakan sampel yang mereka 
gunakan berbeda asalnya. Perbedaan kondisi geografis, iklim dan ekologi diduga 
mempengaruhi kandungan kimia suatu tumbuhan walaupun masih dalam spesies 
yang sama. Berdasarkan fenomena ketiga penelitian tersebut, perlu dilakukan 
penelitian mengenai kandungan kimia dari daun C. inophyllum yang berasal dari 
berbagai daerah, salah satunya dari Indonesia. 
 
B. Perumusan Masalah 
1. Identifikasi Masalah 
Penelitian senyawa kimia dari tumbuhan C. inophyllum kebanyakan 
menggunakan sampel dari luar negeri. Penelitian tersebut menggunakan sampel 
dari Malaysia (Patil et al., 1993), India (Khan et al., 1996), dan Pakistan (Ali et 
al., 1999). Tumbuhan C. inophyllum juga terdapat di Indonesia. Perbedaan asal 
sampel ini diduga mempengaruhi kandungan senyawa yang terdapat dalam 
tumbuhan C. inophyllum. Tumbuhan ini tumbuh subur di beberapa daerah di 
Indonesia, misalnya: Sumatera, Jawa Tengah, Nusa Tenggara, Sulawesi, dan juga 
Bali.  
Senyawa-senyawa kimia yang pernah diisolasi dari daun tumbuhan C. 
inophyllum  cukup banyak dan beragam. Senyawa tersebut meliputi senyawa 
aromatik dan non aromatik. Senyawa aromatiknya antara lain: kumarin (Patil et 
al., 1993) dan benzodipiranon (Khan et al., 1996 dan Ali et al., 1999). Sedangkan 
senyawa non aromatiknya adalah triterpenoid dan steroid (Ali et al., 1999). 
Identifikasi senyawa aromatik lebih mudah dilakukan dibanding dengan senyawa 
non aromatik. Senyawa non aromatik hanya tersusun oleh karbon alifatik. 
Sedangkan senyawa aromatik tersusun dari karbon aromatik yang terkadang 
mengikat gugus-gugus yang tersusun dari karbon alifatik. 
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Metode-metode yang digunakan pada penelitian sebelumnya adalah 
maserasi (Ali et al., 1999), ekstraksi (Khan et al., 1996), dan perkolasi (Patil et 
al., 1993). Maserasi lebih mudah dilakukan dibandingkan dengan ekstraksi dan 
perkolasi. Biasanya perkolasi membutuhkan pelarut yang lebih banyak 
dibandingkan dengan maserasi. Hal ini dikarenakan pada perkolasi, pelarutnya 
dialirkan sehingga berganti terus-menerus. 
Pelarut yang digunakan pada penelitian sebelumnya adalah MeOH, 
CH2Cl2 (Patil et al., 1993) dan EtOH (Khan et al., 1996 dan Ali et al., 1999). 
MeOH dan EtOH lebih ramah lingkungan dibandingkan dengan CH2Cl2. Pada 
proses ekstraksi sebaiknya menggunakn pelarut yang mempunyai titik didih 
rendah. Sehingga pada proses evaporasi tidak memerlukan pemanasan pada suhu 
tinggi. Pemanasan pada suhu tinggi dikhawatirkan merusak stuktur senyawa yang 
di isolasi. MeOH mempunyai titik didih 60 ºC. Sedangkan EtOH mempunyai titik 
didih 78 ºC.  
 
2. Batasan Masalah 
Berdasarkan identifikasi masalah di atas, maka masalah dalam penelitian 
ini dibatasi oleh: 
a. Daun C.  inophyllum yang digunakan berasal dari daerah Klaten 
b. Senyawa yang akan diisolasi dan dielusidasi dengan analisis data IR, UV, 1H 
NMR, 13C NMR  dan  NMR 2 dimensi adalah senyawa aromatik. 
c. Metode isolasi adalah menggunakan maserasi dengan pelarut MeOH. 
 
3. Rumusan  Masalah 
Senyawa aromatik apakah yang dapat diisolasi menggunakan metode maserasi 
dengan MeOH dan dielusidasi dengan analisis data IR, UV, 1H NMR, 13C NMR, 
NMR 2 dimensi dari daun C. inophyllum yang berasal dari daerah Klaten?  
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C. Tujuan Penelitian 
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengelusidasi struktur senyawa 
aromatik yang terdapat dalam daun C. inophyllum yang berasal dari daerah 
Klaten. 
D. Manfaat Penelitian 
Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah memberikan informasi dan 
menambah referensi mengenai senyawa aromatik yang terkandung dalam daun C. 
inophyllum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB II 
LANDASAN TEORI 
 
A. Tinjauan Pustaka 
1. Tumbuhan Calophyllum inophyllum Linn. 
a. Diskripsi tumbuhan C. inophyllum 
C. inophyllum merupakan tumbuhan berkayu dari famili Clusiaceae. 
Tumbuhan ini tumbuh di daerah tropis, disepanjang pantai dan mengelompok. 
Tinggi pohon mencapai 20 m dan besar batang 1,50 m. Batangnya pendek dan 
bercabang rendah dekat permukaan tanah. Kayunya agak ringan, lembut tapi 
padat, strukturnya agak halus tapi berurat kasar sehingga sukar dibelah. Warna 
kayu dari tumbuhan ini ada dua macam yaitu kelabu   yang kadang bercak-bercak 
pudar atau semu kuning dan berwarna merah seperti bata. Pada batangnya yang 
terluka sering dijumpai getah (damar) berwarna kekuning-kuningan. Damar ini 
ketika mengalir keluar memiliki kepekatan seperti madu. Namun jika terkena 
sinar matahari berubah warna menjadi kuning kemerah-merahan dan mengeras 
dalam gumpalan besar. Bijinya berupa bulatan kecil yang bundar dengan sebuah 
mancung. Biji terdiri dari sebuah kulit kering rapuh dan di dalamnya terdapat 
sebuah inti yang merupakan minyak berwarna kuning (Heyne, 1987). Bunga dari 
tanaman ini merupakan bunga majemuk, berbentuk tandan, di ketiak daun yang 
teratas, berkelamin dua, diameter 2-3 cm, berjumlah tujuh sampai tiga belas, daun 
berkelopak empat, tidak beraturan, benang sari banyak, tangkai putik 
membengkok, kepala putik bentuk perisai, daun bermahkota empat, lonjong dan 
berwarna putih. Daunnya berbentuk elips dan tumpul pada bagian ujungnya. 
Buahnya berbentuk bola dengan diameter 2,5-3 cm dan kulit bijinya sangat tebal 
(Steenis et al., 1975).  
Tumbuhan ini tumbuh subur diberbagai daerah di Indonesia. Daerah tempat 
tumbuh tumbuhan ini adalah Jawa, Bali, Sumatera, Nusa tenggara dan Maluku. 
Tiap daerah mengenal tumbuhan ini dengan nama yang berbeda-beda. Masyarakat 
Jawa Tengah, Sunda, dan Melayu mengenal tumbuhan ini dengan nama 
nyamplung. Sedangkan masyarakat Madura dan Bali menyebut tumbuhan ini 
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camplong. Masyarakat Lampung mengenal tumbuhan ini denhgan nama 
tumbuhan penaga. 
Klasifikasi tumbuhan C. Inophyllum : 
Kingdom : Plantae  (tumbuhan) 
Subkingdom : Tracheobionta   (berpembuluh) 
Superdivisio : Spermatophyta  (menghasilkan biji) 
Divisio : Magnoliophyta  (berbunga) 
Kelas : Magnoliopsida  (berkeping dua / dikotil) 
Sub-kelas : Dilleniidae  
Ordo : Theales  
Familia : Clusiaceae  
Genus : Calophyllum 
Spesies              : Calophyllum inophyllum  Linn. 
       (Heyne, 1987) 
 
   
a     b 
 
Gambar  1a. Tumbuhan C. inophyllum  
           1b. Daun Tumbuhan C. inophyllum  
        
b. Manfaat tumbuhan C. inophyllum  
C. inophyllum merupakan sumber obat-obatan tradisional. Air rendaman 
daun tumbuhan ini dapat menyejukkan mata dan mengobati mata yang meradang. 
Benang sari dari bunganya digunakan sebagai jamu bersalin. Bijinya dibuat selai 
dan digunakan untuk menyembuhkan kudis. Getah dan gelamnya digunakan 
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untuk mengasapi penderita rematik, dan sendi-sendi kaku. Selain itu damar 
dipakai sebagai tapal pada daerah lambung dan juga meredakan kejang. Minyak 
dari biji tumbuhan ini dapat menghilangkan borok kepala dan menyembuhkan 
penyakit kulit bahkan dapat digunakan untuk menumbuhkan rambut (Heyne, 
1987).  
Pada ranting terdapat senyawa turunan 4-fenil-kumarin yang merupakan 
senyawa anti virus HIV dan anti-tumor (Itoigawa et al., 2001). Ekstrak daun dan 
biji dari tumbuhan ini mampu menghambat pertumbuhan dari larva Culex 
quinquefasciatus, Anopheles stephensi dan  Aedes aegypti (Muthukrishnan et al., 
2001). Selain itu ekstrak buah dan kulit akar dari tumbuhan ini merupakan 
senyawa antimikroba dan agen toksik. Senyawa-senyawa yang diisolasi dari akar, 
merupakan agen antibakteri (Yimdjo et  al., 2004). Senyawa diisolasi dari daun C. 
inophyllum diketahui mempunyai aktivitas sebagai penghambat virus HIV (Patil 
et al., 1993) 
 
c. Kandungan senyawa kimia tumbuhan C. inophyllum. 
Kelompok senyawa bahan alam yang telah diisolasi dari tumbuhan C. 
inophyllum cukup beragam, diantaranya senyawa turunan xantona (1) (Yimdjo et 
al., 2004; Iinuma et al., 1994), kumarin (2) (Su et al., 2008), flavonoid 
(3)(Iinuma,1994), benzodipiranon (4) (Khan et al., 1996), triterpenoid (5) 
(Yimdjo et al., 2004;  Kumar et al., 1976 ) dan steroid (6) (Su  et al., 2008).  
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1) Xantona 
Xantona merupakan senyawa dengan kerangka dasarnya dua fenil yang 
dihubungkan dengan jembatan karbonil dan oksigen (eter). Xantona mempunyai 
kerangka dasar yang terdiri atas 13 atom karbon yang membentuk susunan C6-
C1-C6. Biosintesis senyawa xantona belum diketahui secara jelas namun diduga 
masih berhubungan dekat dengan biosintesis senyawa flavonoid dan stilbenoid. 
Hal ini bisa dilihat dari tipe oksigenasi dua jenis cincin aromatik yaitu satu cincin 
aromatik (A) memperlihatkan ciri berasal dari jalur sikimat dan satu cincin (B) 
lagi memperlihatkan ciri berasal dari jalur asetat-malonat. Senyawa xantona yang 
diisolasi dari tumbuhan C. inophyllum ada yang terprenilasi dan ada juga yang 
tidak terprenilasi. Kebanyakan senyawa xantona yang diisolasi dari  tumbuhan ini 
menunjukkan adanya ciri khas salah satunya adalah gugus hidroksi pada C1. 
Kemungkinan posisi oksigenasi ditunjukkan pada Gambar 2. 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Kemungkinan Posisi Oksigenasi 
 
Senyawa xantona yang telah diisolasi dari tumbuhan C. inophyllum cukup banyak. 
Kebanyakan senyawa tersebut mengandung gugus tambahan terutama gugus 
isoprenil.  
Senyawa xantona dari kulit akar C. inophyllum antara lain: 1,5-
dihidroksiksanton (7), caloksanton A (22), 3-hidroksiblcoksantona (23), 
caloksantona B (10) (Yimdjo et al., 2004; Iinuma et al., 1994), caloksantona E 
(8), 1,2,8-trihidroksi-7-metoksiksantona (9), 1,3-dihidroksi-7,8-metoksisantona 
(20), 6-hidroksi-1,5-dimetoksiksantona (11), 1,3,5-trihidroksi-2-metoksiksantona 
(12), caloksantona D (21) (Iinuma et al., 1995), dan caloksantona C (24) (Hay et 
al., 2004; Iinuma et al., 1994). Senyawa xantona yang diisolasi dari kayu bagian 
dalam C. inophyllum antara lain 1,7-dihidroksiksantona (13), 1,5,6-
trihidroksiksantona (14), 1,6-dihidroksi-5-metoksiksantona (15) (Jebouri et al., 
O
O
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6
7
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1971), 2-(3,3dimetilalil)-1,3,5-trihidroksiksantona (16) (Jebouri et al., 1971; Goh 
et al., 1991), dan 1,3,5,6-tetrahidroksi-2-(3-hidroksi-3-metilbutil)ksanton (17) 
(Goh et al., 1991). Senyawa xantona yang diisolasi dari kayu C. inophyllum antara 
lain: 1,7 dihidroksi-3,6-dimetoksiksantona (18), 6-(3’,3’-dimetilalil)-1,5-
dihidroksiksantona (19), jacareubin (25), dan 6-dehidroksijacareubin (26) (Kumar 
et al., 1976). 
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2) Kumarin 
Senyawa bahan alam yang juga banyak diisolasi dari tumbuhan C. 
inophyllum adalah golongan kumarin. Biosintesis senyawa kumarin berasal dari 
jalur sikimat, atau masih sejalur dengan golongan fenil propanoid. Dari segi 
biogenetik, kerangka benzopiran-2-on dari kumarin berasal dari asam-asam 
sinamat melalui orto-hidroksilasi. Asam orto-kumarat yang dihasilkan setelah 
menjalani isomerisasi cis-trans mengalami kondensasi (Lenny, 2006). Ciri khas 
senyawa ini adalah adanya gugus lakton yang terbentuk dari asam pada ujung 
gugus propan dengan hidroksi pada gugus fenil. Oksigenasi senyawa kumarin 
pada cincin aromatiknya juga khas yaitu berselang-seling. Struktur senyawa 
turunan kumarin dilihat dari gugus yang terikat pada C4 dapat dibedakan menjadi 
4-metil kumarin, 4-fenil kumarin dan 4-(n-propil) kumarin. Diantara ketiganya 
senyawa kumarin dengan gugus fenil dan n-propil pada C4 merupakan senyawa 
yang terbanyak ditemukan. 
Senyawa kumarin yang telah diisolasi dari bagian daun C. inophyllum 
antara lain: inophyllum C (27), inophyllum E (28) (Patil et al., 1993; Hawazu et 
al., 1968), inophyllum A (30), inophyllum B (31), inophyllum P (32), inophyllum 
D (33), asam calophyllic (29), asam isocalophyllic (34), inophyllum G-1 (35), dan 
inophyllum G-2 (36) (Patil et al., 1993). Pada bagian biji C. inophyllum juga telah 
dilkukan isolasi golongan senyawa kumarin, antara lain: inophyllum C (27), 
inophyllum E (28), inophyllum B (31) (Spino et al., 1998), inocalophyllin A (37), 
 R1 R2 R3 R4 R5 
22 H OH OH Isoprenil H 
23 H H OH OH CH2=CHC(Me)2 
24 H H H OH CH2=CHC(Me)2 
25 H H OH OH H 
26 H H H OH H 
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inocalophyllin A metil ester (38), inocalophyllin B (39), inocalophyllin B metil 
ester (40) (Shen et al., 2003 dalam Su, et al., 2008). Kumarin juga diisolasi dari 
aerial part C. inophyllum. Senyawa yang diisolasi dari bagian ini antara lain: 
calokumarin A (41), calokumarin B (42), calokumarin C (43) (Ito, et al., 2003).  
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3) Benzodipiranon 
Benzodipiranon merupakan senyawa turunan dari kromanon. Senyawa-
senyawa ini memiliki kerangka yang mirip dengan stilben dengan tambahan dua 
gugus prenil. Senyawa benzodipiranon dari tumbuhan C. inophyllum diisolasi dari 
bagian daun. Senyawa–senyawa tersebut adalah (2S,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-
2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (44) 
(Khan, et al., 1996), (2R,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-
feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (45) (Khan et al., 1996; Ali et 
al., 1999), dan isoinophynone (46) (Ali et al., 1999). 
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4) Triterpenoid 
Triterpenoid merupakan golongan senyawa terpenoid yang terdiri dari 30 
atom C atau 6 unit isopren. Triterpenoid dalam jaringan tumbuhan dapat dijumpai 
dalam bentuk bebasnya, tetapi juga banyak dijumpai dalam bentuk glikosidanya. 
Triterpenoid terbagi dalam struktur siklik dan asiklik. Triterpenoid asiklik yang 
penting hanya skualen yang dianggap sebagai senyawa antara dalam biosintesis 
steroid. Triterpenoid yang paling tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik. 
Kerangka yang paling banyak dijumpai pada senyawa golongan triterpenoid 
adalah ursan, lupan, oleanan dan friedelin (Kristanti dkk, 2008). 
Senyawa triterpenoid yang diisolasi dari daun C. inophyllum antara lain: 
canophyllol (47), friedelin (48), asam canophyllic (49) (Ali et al., 1999; 
Govindanchari et al., 1967),  27-hidroksiasetat asam canophyllic (50), dan asam 
3,4- secofriedelane-3,28-dioic (51) (Laure et al., 2005 dalam su et al., 2005)). 
Friedelin juga diisolasi dari kulit akar C. inophyllum (Yimdjo et al., 2004). Hasil 
isolasi dari bagian kayu mendapatkan senyawa β-amyrin (52) (Kumar et al., 
1976). 
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5) Steroid 
Steroid yang ditemukan pada C. inophyllum adalah sitosterol (53) (Kumar, 
et al., 1976; Goh, et al., 1991) dan kolesterol (54) (Ali et al., 1962). Sterol  adalah 
steroid yang memiliki gugus hidroksi pada C-3 nya. Sterol dijumpai dalam bentuk 
bebas ataupun bergabung dengan glukosa membentuk glikosida (sterolin) atau 
sebagai ester asam lemak. Sterol merupakan senyawa bahan alam yang umumnya 
tersusun dari 27 atom karbon (Kristanti dkk, 2008). Pada tumbuhan C. inophyllum 
jenis sterol yang telah diisolasi adalah sitosterol (53). Sitosterol ini diisolasi dari 
bagian kayu (Kumar et al., 1976)  dan bagian dalam kayu yang tua (Goh et al., 
1991). Sedangkan kolesterol (54) diisolasi dari bagian daun C. inophyllum (Ali et 
al., 1962). 
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6) Flavonoid 
Flavonoid mempunyai kerangka dasar yang terdiri dari 15 atom karbon, 
dimana rantai benzen (C6) terikat pada suatu rantai propana (C3) sehingga 
membentuk susunan C6-C3-C6. Golongan terbesar dari flavonoid adalah flavon. 
Senyawa flavon memiliki kerangka 2-fenil kroman dimana posisi orto dari cincin 
A dan atom karbon yang terikat pada cincin B dari 1,3 dialilpropana dihubungkan 
oleh jembatan oksigen sehingga membentuk cincin heterosiklik yang baru (3) 
(Lenny, 2006). 
Biosintesis flavonoid melibatkan dua jalur biosintesis yaitu jalur sikimat 
dan jalur asetat-malonat. Cincin A pada struktur flvonoid berasal dari jalur 
poliketida, yaitu kondensasi dari tiga unit asetat atau malonat. Cincin B dan rantai 
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propan berasal dari fenilpropanoid (jalur sikimat). Sebagai akibat dari berbagai 
perubahan tersebut adalah ketiga atom karbon dari rantai propan dapat 
menghasilkan berbagai gugus fungsi seperti: ikatan rangkap dua, gugus hidroksil, 
gugus karbonil dan sebagainya (Kristanti dkk, 2008). 
Senyawa flavonoid yang pernah diisolasi dari kulit akar C. inophyllum 
adalah (-) epicatechin (55) (Iinuma et al., 1994). Pada benang sari dari C. 
inophyllum terkandung myrecetin (56), myrecetin-7-glucoside (57), dan quercetin 
(58) (Subramanian et al., 1971). 
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2. Metode Isolasi dan Pemurniaan Tumbuhan. 
a. Maserasi 
Maserasi merupakan contoh metode ekstraksi padat-cair bertahap yang 
dilakukan dengan jalan membiarkan padatan terendam dalam suatu pelarut. Proses 
perendaman dalam usaha mengekstraksi suatu substansi dari bahan alam ini bisa 
dilakukan tanpa pemanasan (temperatur kamar), dengan pemanasan atau bahkan 
pada suhu pendidihan (Kristanti dkk, 2008). Metode maserasi ini sering 
digunakan dalam proses isolasi karena cepat, terutama jika maserasi dilakukan 
pada suhu didih pelarut. Waktu rendam bahan dalam pelarut bervariasi antara 15-
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30 menit tetapi terkadang bisa sampai 24 jam. Jumlah pelarut yang diperlukan 
juga cukup besar, berkisar antara 10-20 kali jumlah sampel (Kristanti dkk, 2008).  
Pada proses maserasi, jika dilakukan dengan pelarut air, maka diperlukan 
proses ekstraksi lebih lanjut, yaitu ekstraksi fasa air yang diperoleh dengan pelarut 
organik (Padmawinata, 1987). Jika maserasi dilakukan dengan pelarut organik 
maka filtrat dikumpulkan menjadi satu kemudian dievaporasi atau didestilasi. 
Selanjutnya dapat dilakukan proses pemisahan dengan kromatografi atau 
rekristalisasi langsung (Kristanti dkk, 2008). 
Penelitian isolasi senyawa dari tumbuhan C. inophyllum dengan metode 
maserasi telah banyak dilakukan. Penelitian yang menggunakan metode ini adalah 
isolasi isoinophynone (46) dari daun C. inophyllum (Ali et al., 1999), (2S,3R)-2,3-
dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-
b']dipiran-4-on (44) dan (2R,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-
feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (45) (Khan et al., 1996). 
 
b. Kromatografi lapis tipis 
Kromatografi adalah suatu metode fisik untuk pemisahan yang digunakan 
atas perbedaan afinitas senyawa-senyawa yang sedang dianalisis terhadap dua 
fasa yaitu fasa diam atau stationer dan gerak atau mobile. Prinsip dari proses ini 
adalah proses adsorpsi. Setelah sampel ditotolkan di atas fasa diam, senyawa-
senyawa dalam sampel akan terelusi dengan kecepatan yang sangat tergantung 
pada sangat bergantung pada sifat senyawa-senyawa tersebut (kemampuan terikat 
pada fasa diam dan kemampuan larut dalam fasa gerak), sifat fasa diam (kekuatan 
elektrostatis yang menarikbsenyawa di atas fasa diam), dan sifat fasa gerak 
(kemampuan melarutkan senyawa). Pada KLT, secara umum senyawa-senyawa 
dengan kepolaran rendah akan terelusi lebih cepat daripada senyawa-senyawa 
polar. Hal ini dikarenakan senyawa polar terikat lebih kuat pada silika yang 
mengandung silanol (SiOH2) yang pada dasarnya memiliki afinitas yang kuat 
terhadap senyawa polar (Kristanti dkk, 2008). 
Ditinjau secara fisik, kromatografi lapis tipis merupakan salah satu jenis 
kromatografi planar. KLT memiliki banyak kesamaan dengan kromatografi kertas 
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dalam penotolan sampel, pengembangan kromatogram dan cara deteksinya, tapi 
proses pemisahan yang terjadi pada KLT dan kromatografi kertas berbeda. Pada 
KLT, pemisahan yang terjadi secara adsorpsi sedangkan dalam kromatografi 
kertas proses pemisahan terjadi secara partisi (Gritter, 1991) 
Fasa diam dalam KLT berupa padatan penyerap yang dihasilkan pada 
sebuah plat datar dari kieselgur, selulosa atau alumina sehingga membentuk 
lapisan tipis dengan ketebalan tertentu. Fase diam atau penyerap yang bisa 
digunakan sebagai pelapis plat adalah silika gel (SiO2), selulosa, alumina (Al2O3) 
dan kieselgur (tanah diatome). Kebanyakan penyerap yang digunakan adalah 
silika gel, dimana telah tersedia plat yang siap pakai (Gritter, 1991). 
Pelarut sebagai fasa gerak atau eluen merupakan faktor yag menentukan 
gerakan komponen-komponen dalam campuran. Pemilihan pelarut tergantung 
pada sifat kelarutan komponen tersebut terhadap pelarut yang digunakan. 
Kekuatan elusi dari deret-deret pelarut untuk senyawa-senyawa dalam KLT 
dengan menggunakan silika gel akan turun dengan urutan sebagai berikut: air 
murni > metanol > etanol > propanol > aseton > etil asetat > kloroform > metil 
klorida > benzena > toluen > trikloroetilena > tetraklorida > sikloheksana 
>heksana. Fasa gerak yang bersifat lebih polar digunakan untuk mengelusi 
senyawa-senyawa yang adsorbsinya kuat, sedangkan fasa gerak yang kurang polar 
digunakan untuk mengelusi senyawa yang adsorbsinya lemah (Sastrohamidjojo, 
1995). 
Analisis suatu senyawa dalam KLT biasanya dilakukan dengan 
dibandingkan terhadap senyawa standarnya. Pengamatan yang lazim berdasarkan 
pada kedudukan noda relatif terhadap batas pelarut yang dikenal sebagai Rf 
(Retardation factor) yang didefinisikan sebagai berikut :  
Rf  = 
Jarak komponen yang bergerak 
Jarak pelarut yang bergerak 
Identifikasi senyawa pada kromatgram dapat dilkakukan dengan melihat warna 
noda di bawah sinar UV atau dengan menyemprotkan pereaksi warna sesuai 
dengan jenis atau kelas senyawa yang dianalisis. 
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c. Kromatografi vakum cair 
Kromatografi vakum cair merupakan salah satu kromatografi kolom 
khusus yang biasanya juga menggunakan silika gel sebagai adsorben (biasanya 
silika gel G60, 63-200 µm).  Alat yang digunakan adalah kolom pendek dengan 
diameter yang cukup besar. Pada kromatografi jenis ini kolom yang akan 
digunakan dikemas kering dalam keadaan vakum agar diperoleh kepadatan 
adsorben yang maksimum. Pelarut paling non polar yang akan digunakan 
dituangkan ke permukaan adsorben dan divakumkan lagi. Setelah kering kolom 
siap dipakai jika kolom tidak retak atau turunnya eluen sudah rata (Kristanti dkk, 
2008). 
Sampel dilarutkan dalam pelarut yang sesuai atau dapat dibuat serbuk 
bersama adsorben (impregnasi) dan dimasukkan pada permukaan kolom 
kemudian dihisap berlahan-lahan. Kolom dielusi dengan pelarut yang sesuai 
dimulai dari yang paling non polar. Kolom dihisap sampai kering pada setiap 
pengumpulan fraksi. Pada kromatografi ini fraksi-fraksi yang ditampung biasanya 
bervolume jauh lebih besar dibandingkan fraksi-fraksi yang diperoleh dari 
kromatografi kolom biasa. Langkah pemisahan menggunakan kromatografi 
vakum cair biasanya dilakukan pada tahap awal pemisahan (pemisahan terhadap 
ekstrak kasar yang diperoleh langsung dari proses ekstraksi). Acuan untuk 
persiapan Kromatografi Vakum Cair ditunjukkan pada table 5. Kromatografi 
vakum cair biasanya digunakan pada proses fraksinasi. Penelitian yang 
menggunakan metode ini antara lain isolasi caloksantona D (16) dari kulit akar C. 
inophyllum (Iinuma et al., 1995). Contoh lain adalah isolasi isoinophynone (46) 
dari daun C. inophyllum (Ali et al., 1999). Acuan untuk persiapan kromatografi 
vakum cair ditunjukkan pada tabel 1. 
 
Tabel 1.Acuan untuk Persiapan Kromatografi Vakum Cair 
Diameter  
(cm) 
Tinggi SiO2  
(cm) 
Berat SiO2  
(gr) 
Sampel  
(mg) 
Eluen 
(ml) 
3 4,5 15 15-500 10-15 
4 5 30 300-3000 15-30 
7 5,5 100 2000-15000 20-30 
(Kristanti dkk, 2008) 
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d. Kromatografi flash 
Kromatografi ini dikenal juga dengan nama kromatografi tekanan rendah. 
Kromatografi ini berbeda dengan kromatografi kolom yang didasarkan pada 
gravitasi. Ada dua hal yang membedakan kromatografi ini dengan kromatografi 
kolom yaitu ukuran silika gel yang digunakan lebih halus dan kecepatan aliran 
eluen tergantung pada ukuran silika gel dan tekanan gas  yang diberikan pada fasa 
diamnya. Sistem eluen yang digunakan pada kromatografi ini dapat berupa 
campuran dari dua atau lebih pelarut. Pemilihan sistem eluen dapat dilakukan 
dengan KLT. Sistem eluen yang dipilih adalah sistem eluen yang memisahkan 
senyawa pada Rf 0,15-0,20. Banyaknya silika gel yang digunakan bervariasi 
antara 30-100 kali berat sampel. Untuk pemisahan yang mudah dapat 
menggunakan perbandingan 30:1 dan untuk pemisahan yang cukup rumit 
perbandingan itu dapat ditingkatkan (Still et al., 1978). Silika gel yang biasa 
digunakan adalah silika gel G60 ukuran 63-200 µm dan silika gel G60 ukuran 40-43 
µm. Pemilihan kolom disesuaikan dengan banyaknya sampel akan dipisahkan. 
Banyaknya sampel berbanding lurus dengan luas penampang kolom (Kristanti 
dkk, 2008). Hubungan antara diameter  kolom, jumlah eluen yang diperlukan, 
jumlah sampel dan jumlah tampungan pada tiap fraksi pada kromatografi flash 
ditunjukkan pada tabel 2. 
 
Tabel 2. Hubungan antara Diameter  Kolom, Jumlah Eluen yang Diperlukan,   
Jumlah Sampel dan Jumlah Tampungan pada tiap Fraksi pada 
Kromatografi Flash. 
Diameter 
(mm) 
Vol Eluen 
(ml) 
Sampel (mg) 
Δ Rf ≥ 2 
Sampel (mg) 
Δ Rf ≥ 0,1 
Tiap Fraksi 
(ml) 
10 100 100 40 5 
20 200 400 160 10 
30 400 900 360 20 
40 600 1600 600 30 
50 1000 2500 1000 40 
(Kristanti dkk.,  2008) 
Kromatografi flash banyak digunakan untuk pemurnian senyawa kimia 
hasil fraksinasi. Keuntungan penggunaan kromatografi ini adalah waktu elusi 
lebih cepat. Teknik ini digunakan pada isolasi 1,5-dihidroksiksantona (7) 
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caloksantona A (22), dan caloksantona B (20)  dari kulit akar spesies C. 
inophyllum (Yimdjo et al., 2004) dan dilakukan juga pada isolasi 1,3,5,6-
tetrahidroksi-2-(3-hidroksi-3-metilbutil)ksantona (17) dari bagian dalam kayu C. 
inophyllum (Goh et al., 1991).                                                                                                                    
 
e. Kromatografi Gravitasi 
 Kromatografi gravitasi merupakan salah satu jenis dari kromatografi 
kolom. Kromatografi kolom merupakan suatu teknik pemisahan yang didasarkan 
pada peristiwa adsorpsi. Pada kromatografi gravitasi eluen keluar dari kolom 
berdasarkan adanya gaya gravitasi bumi, tanpa ada pemvakuman atau penekanan. 
Salah satu kelemahan dari metode ini adalah membutuhkan waktu yang lama 
(Kristanti dkk, 2008). 
Gel Sephadex (G) merupakan salah satu adsorben yang digunakan sebagai 
fasa diam dalam kromatografi kolom. Pada kromatografi ini senyawa dipisahkan 
berdasarkan berat molekulnya. Jika yang digunakan sebagai eluen adalah air maka 
senyawa dengan berat molekul lebih besar akan terelusi terlebih dahulu. Jika yang 
digunakan sebagai eluen adalah pelarut organik maka gel shepadex berperilaku 
seperti selulosa tetapi kapasitas pemisahannya lebih besar karena ukuran 
partikelnya lebih teratur. Gel sephadex (LH-20) dirancang untuk digunakan 
memakai eluen organik. Biasanya yang digunakan adalah metanol. Sebelum 
digunakan sebaiknya gel sephadex digembungkan terlebih dahulu dalam eluen 
selama 12 jam (Kristanti dkk, 2008). 
Beberapa penelitian isolasi senyawa dari tumbuhan C. inophyllum juga 
menggunakan metode kromatografi kolom dengan menggunakan gel sephadex 
LH-20. Contohnya isolasi caloksantona D (21) dari kulit akar tumbuhan ini 
(Iinuma et al., 1995).  
 
3. Spektroskopi 
a. Spektrofotometer Ultra Violet (UV) 
Pancaran sinar UV berada pada panjang gelombang 180-350 nm. Prinsip 
dasar dari spektrofotometer ini adalah penyerapan sinar tampak atau ultra violet 
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oleh suatu molekul yang dapat menyebabkan terjadinya eksitasi molekul tersebut 
dari tingkat energi dasar ke tingkat yang lebih tinggi. Absorbsi radiasi oleh sampel 
diukur detektor pada berbagai panjang gelombang dan diinformasikan ke perekam 
untuk menghasilkan spektrum. Spektrum ini akan memberikan informasi penting 
untuk identifikasi adanya gugus kromofor (Hendayana dkk, 1994 : 50) 
Setiap golongan senyawa memiliki panjang gelombang yang berbeda 
antara satu dengan lainnya. Sehingga panjang gelombang maksimum tertentu 
merupakan karaktetristik senyawa tertentu. Senyawa golongan favonoid memiliki 
dua panjang gelombang maksimum yang berada pada rentang 240-285 nm (pita 
II) dan 300-550 nm (pita I). Pada karotenoid golongan triterpenoid terdapat dua 
puncak yang muncul pada daerah sekitar 450 nm. Rentangan λmaks pada spektrum 
UV beberapa jenis flavonoid ditunjukkan pada tabel 3 (Kristanti dkk, 2008). 
 
Tabel 3. Rentangan λmaks pada Spektrum UV beberapa Jenis Favonoid. 
Jenis Flavonoid Pita I (nm) Pita II (nm) 
Flavon 250-280 310-350 
Flavonol (3-OH tersubstitusi) 250-280 330-360 
Flavonol (3-OH bebas) 250-280 350-385 
Isoflavon 245-275 310-330 sh 
Isoflavon (5-deoksi-6,7-dioksigenasi)  320 
Flavanon dan dihidroflavonol 275-295 300-330 
Chalcon 230-270  
(Intensitas Rendah) 340-390  
Auron 230-270  
(Intensitas Rendah) 380-430  
Antosianidin dan Antosianin 270-280 465-560 
      (Kristanti dkk, 2008) 
 
Pada golongan flavonoid, untuk menambah informasi tambahan pada data UV, 
sering digunakan pereaksi geser. Pereaksi-pereaksi tersebut mampu menggeser 
λmaks ke arah yang lebih (bathokromik) atau ke arah yang lebih kecil 
(hipsokromik). NaOH 2 M dan NaOAc mendeteksi adanya gugus 7-OH bebas. 
H3BO3 mendeteksi adanya gugus orto dihidroksi (pereaksi ini menjembatani 
kedua gugus hidroksi tersebut) (Kristanti dkk, 2008). Larutan AlCl3 5% 
mendeteksi gugus 5-OH bebas (Harborne, 1983).     
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Senyawa xantona dapat dideteksi dengan spektroskopi UV. Senyawa ini 
mempunyai sifat spektrum yang berbeda  dengan λmaks pada 230-245, 250-265, 
305-330 dan 340-400 nm. Seperti spektrum flavonoid, spektrum xantona 
mengalami pergeseran batokhromik yang khas dengan suatu basa, AlCl3 dan 
natrium asetat-asam borat (NaOAc/H3BO3). Pergeseran beragam, bergantung 
pada jumlah dan letak gugus hidroksil (Harborne, 1983).  Identifikasi 
spektroskopi UV senyawa caloksantona B (20) dalam pelarut MeOH 
menunjukkan adanya  lima puncak yaitu pada panjang gelombang 247, 256sh, 
282, 321, dan 350sh nm. Penambahan NaOMe menyebabkan pergeseran puncak, 
sehingga puncak yang terlihat hanya 4 buah yaitu pada panjang gelombang 244, 
265, 282sh, dan 360 nm. Penambahan reagen AlCl3 menyebabkan penambahan 
puncak menjadi tujuh puncak yaitu pada panjang gelombang 235, 258, 269, 
283sh, 300sh, 350, dan 390sh nm. Penambahan AlCl3-HCl menyebabkan jumlah 
puncak tetap sama saat hanya ditambah AlCl3 puncak-puncak tersebut adalah 236, 
256, 270, 282sh, 297sh, 347, dan 390sh nm. Hal ini menandakan adanya gugus 
hidroksi bebas. Didapatkan empat puncak pada penambahan NaOAc yaitu pada 
panjang gelombang 243, 265, 283sh, dan 358 nm menandakan adanya gugus 
hidroksi bebas. Sedangkan pada penambahan NaOAc-H3BO3 menggeser puncak 
akibatnya muncul puncak baru. Puncak–puncak yang ada adalah 247, 253sh, 
280sh, 298, 321, 350 sh, dan 280sh. Hal ini menandakan gugus-gugus hidroksi 
yang terdeteksi tidak pada posisi orto (Iinuma et al., 1994). Analisa caloksantona 
D (16) dengan spektroskopi UV dalam pelarut metanol didapatkan 7 puncak yaitu 
pada pada panjang gelombang 221, 239sh, 280sh, 290, 337, dan 365sh nm. 
Penambahan reagen geser NaOMe menyebabkan pergeseran sehingga hanya 
terlihat empat puncak pada 285, 302, 350, dan 403 nm. Penambahan pereaksi ini 
menandakan adanya gugus hidroksi (Iinuma et al., 1995). 
Indentifikasi senyawa (2R,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-
(1-feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (45) spektroskopi UV 
dalam pelarut metanol, memberikan enam puncak  maksimum yaitu pada panjang 
gelombang 231, 265, 273, 299, 309, dan 364 nm (Khan et al., 1996). Indentifikasi 
senyawa kumarin seperti  inophyllum A (30), inophyllum B (31), inophyllum P 
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(32), dan inophyllum D (33) dengan spektroskopi UV dalam pelarut MeOH 
menunjukkan adanya empat puncak pada 235,280,286, and 337 nm (Patil et al., 
1993).    
 
b. Spektrofotometer Infra Merah 
Pancaran sinar IR terbentang dari 700-5000 cm-1. Pancaran sinar ini setara 
dengan 2-12 kkal/mol yang mampu mempengaruhi gerakan vibrasi suatu ikatan, 
tetapi tidak dapat memutus ikatan tersebut (Harold, 2003). Spektrum gas atau 
cairan yang menguap dapat diperoleh dengan memuaikan cuplikan ke dalam suatu 
sel yang telah dikosongkan. Cairan dapat diperiksa dalam bentuk murninya. 
Padatan biasanya diperiksa dalam bentuk bubur (mull), cakram KBr atau film 
endapan (Hartono, 1986). 
Analisis secara kuanlitatif dengan spektroskopi inframerah dilakukan 
dengan melihat bentuk spektrumnya yaitu dengan melihat puncak-puncak spesifik 
yang menunjukkan gugus fungsional yang dimiliki senyawa tersebut. Untuk 
analisis kuantitatif dilakukan dengan menggunakan senyawa standar yang dibuat 
spektrumnya pada berbagai variasi konsentrasi. 
Hampir setiap senyawa yang memiliki ikatan kovalen, baik senyawa 
organik atau anorganik, akan menyerap berbagai frekuensi radiasi 
elektromegnetik dengan panjang gelombang (λ) 0,5-1000 µm. Serapan setiap tipe 
ikatan (N-H, C-H, O-H, C-X, C=O, C-O, C-C, C=C, C=N dan sebagainya) hanya 
diperoleh dalam bagian-bagian kecil tertentu dari daerah vibrasi inframerah. 
Kisaran serapan yang kecil dapat digunakan untuk menentukan setiap tipe ikatan 
(Sulastri, 2003). Serapan-serapan gugus fungsi yang ada pada golongan xantona 
dan kumarin ditunjukkan pada tabel 4. 
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Tabel 4. Serapan-serapan yang Ada pada Golongan Xantona dan Kumarin. 
Gugus Jenis Senyawa Daerah Serapan (cm-1) 
C-H alkana 2850-2960, 1350-1470 
C-H alkena 3020-3080, 675-870 
C-H aromatik 3000-3100, 675-870 
C=C Alkena 1640-1680 
C=C aromatik (cincin) 1500-1600 
C-O alkohol, eter, asam karboksilat, ester 1080-1300 
C=O aldehida, keton, asam karboksilat, ester 1690-1760 
O-H alkohol, fenol (monomer) 3610-3640 
O-H alkohol, fenol (ikatan H) 2000-3600 (lebar) 
O-H asam karboksilat 3000-3600 (lebar) 
(Silverstein, 1991) 
 
Pada senyawa turunan benzodipiranon seperti (2S,3R)-2,3-dihidro-5-
hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil) 4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-
on (44) dan (2R,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-
4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (45) terdapat serapan tajam kelat karbonil 
aromatik pada 1625 cm-1, 785 cm-1 dan 700 cm-1. Hal ini menggambarkan adanya 
fenil. Selain itu terdapat gugus  hidroksi dari asam karboksilat pada 3400 cm-1, 
gugus hidroksi alkohol pada 2900 cm-1, ikatan C=C alkena pada 1645 dan 1625 
cm-1 , ikatan C=C aromatik pada 1595 cm-1, ikatan C-H alkana pada 1445 cm-1dan 
1415 cm-1,  C-O eter pada 1285 cm-1, 1245 cm-1, 1190 cm-1, 1165 cm-1, 1145 cm-1, 
dan 1130 cm-1 , ikatan C-H aromatik pada 785 cm-1 dan 700 cm-1  (Khan et al., 
1996). Senyawa inophynone memberikan serapan tajam pada 1630 cm-1 yang 
merupakan serapan dari ikatan tunggal antara Cα dan Cβ lakton (Ali et al., 1999).  
Pada senyawa kumarin seperti  inophyllum P (22) mempunyai serapan 
gugus hidroksi pada 3435 cm-1, ikatan tunggal antara Cα dan Cβ lakton 1719 cm-1, 
adanya gugus fenil yang ditunjukkan pada daerah serapan 765 cm-1 dan 703 cm-1. 
Serapan-serapan penting pada inophyllum G-1 (34) antara lain pada 3440 cm-1 
menunjukkan gugus hidroksi, 1717 cm-1 menunjukkan ikatan tunggal antara Cα 
dan Cβ lakton, dan serapan fenil pada 770 cm-1dan 703 cm-1 (Patil et al., 1993). 
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Pada senyawa xantona seperti caloksantona B (20) teradapat serapan 
gugus hidroksi pada 3400 cm-1, ikatan C=C alkena pada 1650 cm-1, ikatan C=C 
aromatik pada 1610 cm-1 (Iinuma et al., 1994). Gugus-gugus pada caloksantona D 
(21) adalah gugus hidroksi pada fenol (3605 cm-1), hidroksi pada alkohol (3230 
cm-1), ikatan C-H alkana (2960 cm-1), ikatan C=C alkena (1650 cm-1), ikatan C-O 
pada eter dan ikatanC=C aromatik(1585 cm-1) (Iinuma et al., 1995). 
 
c. Spektroskopi Resonansi Magnetik Inti (NMR) 
Spektroskopi Resonansi Magnetik Inti atau Nuclear Magnetik Resonance 
merupakan salah satu metode spektroskopi yang sangat bermanfaat dalam 
penentuan struktur. Metode ini didasarkan pada momen magnet dari inti atom. Inti 
tertentu menunjukkan perilaku seolah-olah mereka berputar (spin). Bila inti 
dengan spin diletakkan di antara kutub-kutub magnet yang sangat kuat, inti akan 
menjajarkan medan magnetikya sejajar (paralel) atau melawan (antiparalel)  
medan magnetik (Harold, 2003). 
Inti atom merupakan benda bergerak, maka inti atom mempunyai sifat 
magnet. Apabila inti-inti ini diletakkan dalam medan magnet H0 yang kuat dan 
seragam itu, maka pada inti-inti tersebut bekerja suatu puntiran. Inti-inti akn 
menduduki orientasi tertentu terhadap H0 tersebut. Sumbu-sumbu spinnya akan 
berpresisi melalui arah medan magnet H0. Mereka dapat mengalami transisi ke 
tingkat energi yang lebih tinggi oleh pengaruh medan magnet kedua H1, radio 
frekuensi, yang lebih lemah dan tegak lurus H0 itu. Bila frekuensi komponen 
rotasi dari medan kedua itu mencapai frekuensi presisi, inti-inti yang berpusing itu 
akan berpusing itu akan mengabsorbsi energi dan berpinadah ke tingkat energi 
yang lebih tinggi. 
 
1) 1H NMR  
Spektroskopi proton atau 1H memberikan informasi mengenai susunan  
hidrogen dalam sebuah molekul organik. Spektrum 1H biasanya diperoleh dengan 
cara berikut. Sampel senyawa yang akan dianalisis (mg) dilarutkan dalam sejenis 
pelarut inert yang tidak memiliki inti 1H. Sebagai contoh CCl4 atau pelarut dengan 
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hidrogen yang digantikan oleh deuterium, seperti CDCl3 (deuterikloroform) dan 
CD3COCD3 (heksadeuterioaseton). Sejumlah kecil senyawa standar ditambahkan. 
Larutan ini dimasukkan ke dalam tube kaca, diletakkan di tengah kumparan 
frekuensi radio (rf), yaitu di antara ujung-ujung kutub magnet yang sangat kuat. 
Inti mensejajarkan diri searah dengan atau melawan medan. Secara berangsur-
angsur dan terus-menerus energi yang diberikan keinti dinaikkan oleh kumparan 
rf. Bila energi ini tepat sama dengan celah energi di antara keadaan spin berenergi 
rendah dan keadaan spin berenergi tinggi, maka energi tersebut diserap oleh inti. 
Pada saat itu inti dikatakan beresonansi dengan frekuensi terpasang (resonansi 
magnetik inti) (Harold, 2003). 
 
Tabel 5. Pergeseran kimia 1H yang Khas (Relatif terhadap Tetrametilsilana / 
TMS) 
Jenis 1H δ (ppm) Jenis 1H δ (ppm) 
C     CH3 0,85 - 0,95     CH2     CH3 4,3 - 4,4 
C     CH2      C 1,2 - 1,35 CH2     C 4,6 - 5,0 
      
 
 
C    CH     C 
 
 
1,40 - 1,65 
 
 
    CH      C 
 
 
5,2 - 5,7 
CH3     C     C 1,6 - 1,9 R     OH 0,5 - 5,5 
 CH3    Ar 2,2 - 2,5 Ar     H 6,6 - 8,0 
CH3     C     O 
 2,1 - 2,6 
C     C     H 
2,4 - 2,7 
    O   
  
    C      OH 
10 - 13 
    O    
 
    C      H 
 
9,5 - 9,7 
Ar       OH 4 - 8   
      (Harold, 2003) 
 
2) 13C NMR 
Spektroskopi 13C NMR memberikan informasi tentang kerangka karbon. 
Spektroskopi ini sangat peka karena mempunyai spin inti dan celah energi dari 
spin tinggi dan rendah 13C sangat kecil. Pergeseran kimia 13C terjadi pada kisaran 
C 
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yang lebih besar dibanding inti 1H. Pergeseran umumnya dari 0 sampai 200 ppm. 
Kelimpahan 13C sangat rendah sehingga pembelahan spin-spinnya tidak terlihat 
(Harold, 2003). 
Pergeseran kimia relatif dalam spektroskopi 13C secara kasar paralel 
dengan spektroskopi 1H. TMS menyerap di atas medan, sedangkan karbon 
aldehida dan karboksil menyerap jauh di bawah medan. Posisi relatif absorpsi 13C 
ditunjukkan pada Gambar 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. Posisi Relatif Absorpsi 13C    
(Fessenden, 1982) 
 
Spektroskopi NMR, baik 1H ataupun 13C NMR sangat berperan penting 
dalam penentuan struktur suatu senyawa yang berhasil diisolasi dari suatu bahan 
alam. Penentuan struktur (2R,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-
feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (44) menggunakan 1H NMR 
dan 13C NMR.  Analisa  data 1H NMR, adanya gugus hidroksi kelat (δ 12,56), 
fenil (lima proton multiplet terpusat pada δH 7,30 ppm), dua buah metil pada 
posisi 8 (δH 1,12 (s) dan  1,16 ppm (s)), proton metil pada posisi 3 (δH 1,22 ppm 
(d, J = 7Hz)), proton metil pada posisi 2 (δH 1,54 ppm (d, J = 6,5 Hz)), proton 
pada posisi 3,2,9 dan 10 (δH 2,6 (dq, J =11,7 Hz); 4,25 (dq, J =11,65 Hz); 5,45 (d, 
J =10 Hz), dan 6,57 (d, J =10 Hz)). Analisa dari beberapa sinyal pada 1H NMR  
adalah :  
200 150 100 50 0 ppm 
C aldehida dan keton  
C ester, amida dan karboksil  
C alkena dan aromatik 
C alkunil 
C – O dan C = N 
C alkil 
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1) dimetil benzo γ piron (Ar-O-CH(Me)-CO-Ar) dengan salah satu proton metil 
(J 2H3H = 3 Hz) berorientasi di ekuatorial 
2) 2,2 dimetil benzo γ piran 
3) dua buah grup >C-CH2. 
Melalui data 13C NMR didapatkan informasi bahwa adanya 24 sinyal karbon. 
Sinyal-sinyal tersebut antara lain: 4 sinyal metil (δC 115,5; 126,1; 27,6 dan 27,9 
ppm), O-C pada kerangka benzodipiranon (δC 77,6 ppm), kerangka benzena yang 
telah tersubsitusi (δC 161,0; 159,1; 155,7; 110,0; δ 101,5 dan 101,2 ppm), O-CH (δ 
78,8 ppm), CO-CH  (δ 45,6 ppm), CH3-CH-O- (δC 19,5 ppm) dan CH3-CH-CO 
(δC10 ppm). Sedangkan analisa strukturnya : 
1) sinyal karbon pada δC 27,6 dan 27,9 ppm berhubungan dengan signal δC 77,6 
ppm maka merupakan 2,2 dimetil benzopiran 
2) sinyal δC 78,8; 45,6; 19,5 dan 10 ppm saling berhubungan sehingga 
dipresentasikan sebagai 2,3 dimetil yang tersubstitusi pada kerangka piran 
3) sinyal δC 161,0; 159,1; 155,7; 110,0; 101,5 dan 101,2 ppm berhubungan 
dengan signal pada δ 19,83 yang disimpulkan sebagai 5-hidroksi-7-oksi-6,8 
yang mensubstitusi setengah kerangka benzo γ piran (Khan et al., 1996). 
Analisa data 1H NMR caloksantona D (21) menunjukkan adanya 4 puncak 
singlet dari tiga proton yang merupakan proton dari empat metil (δH 1,14; 1,23; 
1,43 dan 1,44 ppm), pucak doblet dari satu proton (δ 4,39; J= 3 Hz), puncak 
singlet sebagai proton pada OH (δ 4,68), puncak double doblet (δH 5,57 ppm), 
puncak doblet (δH 5,76 ppm, 2H, J= 7 Hz), puncak duplet dari satu proton OH (δH 
5,87 ppm, J= 7 Hz), puncak singlet dari satu proton (δH 6,35 dan 7,42 ppm), 
puncak doblet dari satu proton (δH 6,62 ppm, J= 10 Hz), puncak singlet sebagai 
jembatan merupakan proton dari OH (δH 9,96 ppm) dan puncak singlet dari OH 
(δH 13,56 ppm) (Iinuma et al., 1995). 
 
3).  Heteronuclear Multiple Quantum Correlation(HMQC) 
HMQC merupakan salah satu jenis H NMR dua dimensi yang digunakan 
untuk membantu dalam penentuan struktur suatu senyawa. Melalui data HMQC 
ini dapat diketahui proton-karbon satu ikatan. Sehingga secara tidak langsung 
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dapat mengetahui karbon yang mengikat proton dan karbon yang tidak mengikat 
proton. Selain itu,juga untuk menentukan nilai geseran kimia karbon yang 
memiliki proton.  
 
4). Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) 
HMBC merupakan salah satu jenis H NMR dua dimensi yang digunakan 
untuk pembuktian struktur molekul (struktur dua dimensi) senyawa. Melalui data 
HMBC ini dapat diketahui proton-karbon dua atau tiga ikatan sehingga secara 
tidak langsung dapat mengetahui karbon yang mengikat proton dan karbon yang 
tidak mengikat proton. Selain itu,juga untuk menentukan nilai geseran kimia 
karbon yang tidak memiliki proton.  
 
 
B. Kerangka Pemikiran  
Penelitian  yang dilakukan Patil (1993), Khan (1996), dan Ali (1999) 
menghasilkan senyawa yang berbeda walaupun ada yang mengisolasi senyawa 
yang sama. Perbedaan ini diduga karena asal sampel daun yang berbeda. 
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa pada daun C. 
inophyllum dai daerah Klaten. 
Isolasi senyawa aromatik dari bagian daun tumbuhan dapat dilakukan 
dengan maserasi. Pada daun tumbuhan tingkat tinggi mengandung klorofil yang 
mengganggu pada proses isolasi senyawa aromatik dari bagian ini. Oleh sebab itu, 
perlu adanya pemisahan klorofil dari ekstrak. Kebanyakan senyawa aromatik 
bersifat polar sehingga pada proses isolasi awal diperlukan pelarut polar untuk 
mengambil senyawa-senyawa tersebut. Polarut polar yang biasa digunakan adalah 
MeOH. Namun jika menggunakan pelarut ini komponen non-polar juga ikut 
terekstrak. Komponen non-polar tersebut antara lain: klorofil, steroid, dan 
triterpenoid. Senyawa-senyawa ini dapat dipisahkan dari ekstrak dengan 
menggunakan pelarut non-polar yaitu n-heksana dengan metode ekstraksi cair-
cair. 
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Proses isolasi senyawa bahan alam dapat juga menggunakan metode 
kromatografi. Pada proses partisi ekstrak dapat menggunakan metode 
kromatografi vakum cair. Proses purifikasi dapat menggunakan kromatografi 
gravitasi menggunakan sephadex LH-20 dan kromatografi flash. Proses ini 
dipandu oleh KLT untuk menentukan tiap langkah yang dilakukan pada proses 
kromatografi seperti pemilihan system eluen dan monitoring jumlah komponen 
yang ada dalam suatu fraksi. Pada KLT digunakan plat silika yang spesifik untuk 
senyawa aromatik yaitu plat silika GF254. Reagen penyemprot yang digunakan 
adalah reagen umum untuk mendeteksi adanya senyawa aromatik, yaitu Ce(SO4)2.  
KLT juga digunakan untuk monitoring kemurnian dari suatu senyawa. 
Senyawa tunggal yang didapat dimonitoring kemurniaanya dengan uji KLT 
menggunakan beberapa variasi eluen. Jika spot yang dari elusi dengan beberapa 
variasi pelarut tetap satu, maka senyawa ini diduga murni. Senyawa yang diduga 
murni ini dielusidasi dengan spektrofometri IR, UV, 1H NMR, 13C NMR, , 13C  
NMR DEPT 90 dan NMR dua dimensi.  
 
C. Hipotesis 
Senyawa aromatik yang dapat diisolasi menggunakan metode maserasi dan 
dielusidasi dengan analisis data IR, UV, 1H NMR, 13C NMR dan NMR 2 dimensi 
dari daun C. inophyllum yang berasal dari daerah Klaten adalah kumarin dan atau 
benzodipiranon. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Metode Penelitian 
Penelitian ini menggunakan metode eksperimen laboratorium. Isolasi 
senyawa kimia dari daun tumbuhan C. inophyllum dari daerah Klaten dilakukan 
dengan metode maserasi dan kromatografi. Pemisahan dan pemurnian senyawa 
menggunakan beberapa teknik kromatografi yaitu kromatografi vakum cair 
(KVC), kromatografi flash dan  kromatografi kolom. Isolasi senyawa dipandu 
dengan kromatografi lapis tipis. Senyawa murni yang didapat diidentifikasi 
dengan spektroskopi UV, inframerah (IR), 1H NMR, 13C NMR, 13C NMR DEPT 
90 dan NMR dua dimensi. 
 
B. Tempat dan Waktu Penelitian 
Pada penelitian ini, isolasi dan pemurniaan senyawa dilakukan di 
Laboratorium Kimia Dasar FMIPA UNS  dan laboratorium Pusat MIPA Sub 
Laboratorium Biologi Pusat UNS. Identifikasi tumbuhan ini dilakukan di 
Herbarium Fakultas Farmasi UGM Yogyakarta. Analisis spektroskopi UV 
dilakukan di Laboratorium Kimia Dasar FMIPA UNS. Analisis spektroskopi 
inframerah dilakukan di Laboratorium Kimia Organik FMIPA UGM Yogyakarta. 
Sedangkan untuk analisis 13C NMR, 1H NMR, 13C NMR NMR DEPT 90 dan 
NMR dua dimensi dilakukan di LIPI Serpong. Penelitian ini dilakukan selama 6 
bulan dari bulan mei-oktober 2009. 
 
C. Alat dan Bahan yang digunakan 
1. Bahan yang digunakan 
Daun C. inophyllum yang digunakan pada penelitian ini berasal dari 
daerah Klaten dan dikumpulkan pada bulan april 2009. Isolasi senyawa kimia 
dilakukan dengan metode maserasi dan kromatografi. Pelarut yang digunakan 
untuk maserasi dan kromatografi adalah pelarut teknis yang didestilasi. Pelarut-
pelarut tersebut adalah n-heksana, MeOH dan EtOAc. Sedangkan pelarut CHCl3 
31 
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dan aseton yang digunakan dengan grade pro analisis. Fasa diam pada KVC 
digunakan silika gel Merck Si-gel 60 GF254,  untuk kromatografi flash digunakan 
silika gel Merck Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm) 230-400 mesh, sedangkan pada 
kromatografi kolom digunakan sephadex  LH-20 Liphophilic Sephadex 0,025-0,1 
mm. Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menggunkan plat alumunium 
berlapis silika (Merck Kieselgel 60 GF254 0,25 mm). Silika gel Merck Kieselgel 
60 (0,2-0,5mm) digunakan sebagai silika adsorb untuk inpregnasi sampel dalam 
KVC dan kromatografi flash. Untuk pereaksi penampak noda digunakan larutan 
2% Ce(SO)4 dalam 1M H2SO4. Sedangkan sebagai reagen geser pada analisis 
spektroskopi UV digunakan NaOH 10% dalam aquades. 
 
2. Alat yang digunanakan 
Isolasi dan pemurnian senyawa digunakan KVC dengan diameter kolom 9 
cm, kolom kromatografi flash 3 cm dan 2 cm sedangkan pada kromatografi kolom 
digunakan kolom berdiameter 3 cm. Penyaringan ekstrak setelah maserasi 
menggunakan penyaring buchner dan untuk pemekatannya digunakan rotary 
evaporator EKA-WERKE HB4 basic. Lampu UV λ254 dan λ365 digunakan sebagai 
penampak noda pada hasil analisis dengan  KLT. Struktur molekul dari senyawa 
murni yang didapat ditentukan menggunakan spektroskopi UV, IR, 13C NMR dan 
1H NMR. Spektrum UV ditentukan dengan spektrofotometer UV-VIS Shimadzu 
UV mini 1240. Spektrum inframerah ditentukan dengan spektrofometer Shimadzu 
PRESTIGE 21 dengan metode pelet KBr. Spektrum 13C NMR, 1H NMR 13C 
NMR DEPT 90 dan NMR 2 dimensi diukur dengan spektrofotometer Brucker 500 
MHz. 
 
D. Prosedur Penelitian  
1. Determinasi bahan awal 
Penelitian ini diawali dengan proses determinasi tumbuhan di Herbarium 
Fakultas Farmasi UGM. Determinasi dilakukan berdasarkan pada pengamatan ciri 
fisiologis tumbuhan pada daun. Hasil dari determinasi tersebut menyatakan bahwa 
daun yang digunakan pada penelitian ini merupakan daun Calophyllum 
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inophyllum Linn. 
 
2. Persiapan simplisia daun C. inophyllum 
Daun C. inophyllum dipotong-potong, diangin-anginkan kemudian 
dikeringkan dalam oven pada temperatur 40ºC. Selanjutnya daun yang telah 
kering tersebut dibuat serbuk. 
 
3. Isolasi dan Pemurnian Senyawa dari daun C. inophyllum  
Sebanyak 5 kg serbuk kering daun C. inophyllum direndam dalam 17 L 
metanol selama ± 24 jam pada suhu kamar. Ekstrak disaring menggunakan 
penyaring buchner untuk memisahkan ekstrak metanol dari residunya. Filtrat yang 
didapat (ekstrak metanol) diuapkan dengan evaporator hingga didapat ± 500 ml 
ekstrak metanol. Kemudian dilakukan ekstraksi cair-cair menggunakan n-heksana 
dengan perbandingan n-heksana:ekstrak = 1:2 dan diambil fraksi metanolnya 
yaitu pada lapisan bawah. Ekstrak metanol yang telah dipartisi dikentalkan 
kembali sampai didapatkan ekstrak kental. Sedangkan untuk mendapatkan ekstrak 
kering, ekstrak tersebut dimasukkan dalam desikator. Ekstrak kering yang 
didapatkan sebanyak 288,375 gram. 
Sebayak 40 gram ekstrak metanol kering difraksinasi sebanyak dua kali 
dengan KVC menggunakan diameter kolom 9 cm dan fasa diamnya silika gel 
Merck Si-gel 60 GF254. Sedangkan fasa gerak yang digunakan adalah campuran 
antara n-heksana EtOAc dengan perbandingan 10:0 (2x); 9:1 (2x); 8:2 (4x); 7:3 
(2x); 5:5 (2x); 4:6 (2x); dan 0:10 (2x). Fasa diam yang digunakan adalah sebanyak 
150 gram sedangkan sampel dan silika adsorb untuk satu kali proses masing-
masing 20 gram. Sampel dilarutkan dalam aseton dan dicampur dengan silika 
adsorb kemudian dikeringkan dan diserbukkan.  Serbuk sampel diletakkan diatas 
fasa diam dan dielusi dengan fasa gerak sebanyak 150 ml untuk satu kali elusi. 
Fraksinasi pertama didapatkan 13 fraksi dan fraksinasi kedua didapatkan 16 
fraksi. Fraksi yang didapat dianalisa dengan KLT dengan fasa diamnya silica gel 
Merck Kieselgel 60 GF254 0,25 mm. Setelah plat dielusi, pola pemisahan dilihat 
dengan lampu UV pada λ254. Sedangkan untuk pereaksi penampak noda 
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digunakan Ce(SO4)2. Fraksi-fraksi pada fraksinasi pertama dan kedua yang 
memilki pola pemisahan yang sama disatukan sehingga didapatkan 8 fraksi utama 
(A-H) dengan berat masing-masing fraksi sebagai berikut: fraksi A (0,73 gram), B 
(0,169 gram), C (0.66 gram), D (0,305 gram), E (3,214 gram), F (3,552 gram), G 
(0,773 gram) dan H (1,852 gram). Berdasarkan analisa kromatogram KLT, spot-
spot fraksi H nampak jelas setelah disemprot dengan Ce(SO4)2, pola 
pemisahannya dan beratnya memungkinkan untuk dipisahkan. Sehingga fraksi H 
difraksinasi lagi.  
Fraksi H difraksinasi dalam dua tahap dengan kromatografi flash 
menggunakan kolom berdiameter 2 cm. Tahap pertama sampel yang digunakan 
sebanyak 0,7 gram, silika adsorb sebanyak 1,4 gram dan 21 gram silika gel Merck 
Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm) sebagai fasa diamnya. Fasa gerak yang digunakan 
adalah n-heksana:EtOAc (3:7) sebanyak 400 ml, perbandingan 2:8 sebanyak 100 
ml dan 50 ml EtOAc. Pada proses ini didapatkan 9 fraksi yang dianalissa melalui 
KLT eluen n-heksana:EtOAc = 3:7. Fraksinasi kedua 0,488 gram fraksi H 
digunakan 0,976 gram silika adsorb dan fasa diam sebanyak 24,4 gram. 
Sedangkan untuk fasa diam yang digunakan sama dengan fasa gerak pada 
fraksinasi fraksi H sebelumnya. Tahap ini didapatkan 9 fraksi. Fraksi-fraksi yang 
didapatkan pada tahap satu dan dua yang memiliki pola pemisahan yang sama 
digabungkan dengan panduan KLT eluen n-heksana:EtOAc = 3:7. Hasil 
penggabungan fraksi didapat 9 fraksi utama (H1-H9) dengan berat masing-masing 
fraksi adalah sebagai berikut : fraksi H1 (0,025 gram), H2 (0,029 gram), H3 (0,244 
gram), H4 (0,449 gram), H5 (0,154 gram), H6 (0,516 gram), H7 (0,042 gram), H8 
(0,016 gram), dan H9 (0,011 gram).  Pada tahap selanjutnya mengerjakan fraksi 
H6. Hal ini dikarenakan  Senyawa target berada pada fraksi ini dan jarak 
pemisahan antar noda cukup jauh sehingga bisa dipisahkan menggunakan 
kromatografi gravitasi menggunakan sephadex LH20. 
 Fraksi H6  yang didapat difraksinasikan lagi menggunakan kromatografi 
kolom dengan fasa diamnya sephadex LH-20 Merck Liphophilic Sephadex 0,025-
0,1 mm dan MeOH sebagai fasa geraknya. Pada fraksinasi ini didapatkan 10 
fraksi (H6a-H6j) dengan berat masing-masing adalah sebagai berikut: H6a (132 
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mg), H6b (37 mg), H6c (20 mg), H6d (9 mg), H6e (7 mg), H6f (276 mg), H6g (20 
mg), H6h (6 mg), H6i (8 mg), dan H6j (1 mg). Senyawa target berada pada fraksi 
H6f dan H6g. Namun karena pada H6g terdapat pengotor diatas senyawa target maka 
akan lebih sulit proses pemurnian senyawa target. Selain itu, berat H6f lebih 
banyak dibandingkan H6g. Oleh karena itu dipilih H6f untuk proses selanjutnya. 
  Pemurnian fraksi H6f dilakukan dengan kromatografi flash dan 
menggunakan kolom berdiameter 2 cm. Proses ini menggunakan 22,48 gram 
silika gel sebagai fasa diam dan 0,546 gram silika adsorb. Sedangkan fasa 
geraknya CHCl3:MeOH dengan perbandingan 8:2 (300 ml); 7,5:2,5 (100 ml); 7:3 
(20 ml) dan MeOH. Pada tahap ini didapatkan 11 fraksi (H6f1-H6f11) dengan berat 
masing-masing fraksi adalah sebagai berikut: H6f1 (12 mg), H6f2 (~ mg), H6f3 (64 
mg), H6f4 (~ mg), H6f5 (22 mg), H6f6 (18 mg), H6f7 (29 mg), H6f8 (51 mg), H6f9 (4 
mg), H6f10 (1 mg), dan H6f11 (~ mg). Fraksi (H6f7) menunjukkan satu spot yang 
diduga senyawa tunggal sebanyak 29 mg.  
Fraksi (H6f7) yang diduga senyawa tunggal diuji dengan eluen yang 
berbeda untuk membuktikan kemurnian senyawa tersebut. Untuk uji ini 
digunakan eluen n-heksana:EtOAc (2:8) dan n-heksana:aseton (4:6). 
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E. Bagan Alir Cara Kerja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Didapatkan fraksi 
diekstraksi dengan n-heksana 
KVC 2x @ 20 gram 
Eluen n-heksana : EtOAc 
(10:0; 9:1; 8:2; 7:3; 5:5; 6:4; 0:10) 
dimasukkan dalam desikator  
Ekstrak metanol kental 
40 gram ekstrak metanol kering 
Ekstrak metanol kering  
diambil 
Ekstrak n-heksana Ekstrak metanol 
dievaporasi 
A 
0,73 g 
C 
0,66 g 
E 
3,214 g 
B 
0,169 g 
D 
0,305 g 
F 
3,552 g 
G 
0,773 g 
H 
1,852 g 
direndam dengan 17 L metanol 
disaring 
Dikeringkan dalam oven pada suhu 40ºC 
5 Kg serbuk daun C.inophyllum 
Filtrat (ekstrak metanol) Residu 
500 ml ekstrak metanol 
dievaporasi 
Sampel daun C.inophyllum 
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H3 
0,244 g 
 
H4 
0,449 g 
 
H2 
0,29 g 
 
H1 
0,025 g 
 
H6 
0,516 g 
 
H5 
0,154 g 
 
H7 
0,042 g 
 
H8 
0,016 g 
 
H9 
0,011 g 
 
KLT Kromatografi gravitasi dengan Sephadex LH20 
Kromatografi flash  
eluen n-heksana:EtOAc= 3:7 
KLT 
identifikasi dengan UV-Vis, 
IR, 1H NMR,13C NMR dan  
NMR 2 Dimensi 
Kromatrografi flash  
eluen CHCL3 : MeOH = 8:2; 7:3; 6:4 KLT 
H6j H6i H6h H6g H6e H6d H6c H6b H6a 
 
H6f 
276 mg 
Struktur senyawa 
Senyawa murni 
H6f8 H6f9 H6f10 H6f1 H6f2 H6f6 H6f5 H6f4 H6f3 H6f11 
KLT 
H6f7  
29 mg 
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E. Teknik Pengumpulan dan Analisis Data 
Isolat murni yang didapat dari pemisahan dan pemurnian menggunakan 
KVC, kromatografi flash dan sephadex LH20 dianalisa dengan KLT dan 
dielusidasi strukturnya dengan menggunakan  spektoskopi UV, IR, 1H NMR, 13C 
NMR, 13C NMR DEPT 90 dan NMR 2 dimensi . Analisis dengan KLT didapatkan 
spot yang berwarna. Melalui data 1H NMR dan 13C NMR dapat diketahui jenis 
dan jumlah proton/karbon sehingga dapat digunakan untuk menentukan struktur 
molekul dari isolat murni. Melalui data 13C NMR DEPT 90 dapat diketahui 
karbon kuarterner. Identifikasi kerangka dasar dari senyawa dipandu dengan data 
NMR dan UV. Gugus samping dipresentasikan dari data IR dan NMR sedangkan 
penempatan gugus samping pada kerangka dasar dipandu dengan data 1H NMR 
dan spektra UV. Melalui data 1H NMR didapat nilai konstanta kopling (J) dan 
multiplicity (m) sehingga dapat menentukan letak gugus samping pada kerangka 
dasar. Data HMQC Untuk mengetahui posisi proton pada karbon sedangkan 
HMBC untuk mengetahui hubungan proton dengan karbon 2-3 ikatan dan untuk 
mengetahui posisi gugus fungsi. Keseluruhan dari hasil presentasi data-data yang 
diperoleh akan didapatkan struktur molekul senyawa yang disarankan.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil 
Serbuk daun C. inophyllum direndam dengan MeOH untuk mengambil 
semua kandungan senyawa yang ada. Filtrat yang didapat dipartisi dengan n-
heksana. Senyawa-senyawa dengan kepolaran rendah akan terdistribusi ke fasa n-
heksana (Kristanti dkk, 2008). Proses maserasi menghasilkan ekstrak seberat 
288,375 gram. Ekstrak yang didapat dipartisi dengan menggunakan KVC dan 
didapatkan 8 fraksi dengan berat: fraksi A (0,73 gram), B (0,169 gram), C (0.66 
gram), D (0,305 gram), E (3,214 gram), F (3,552 gram), G (0,773 gram) dan H 
(1,852 gram). Berdasarkan analisa kromatogram KLT, spot-spot fraksi H nampak 
jelas setelah disemprot dengan Ce(SO4)2 dan beratnya memungkinkan untuk 
dipisahkan. Sehingga fraksi H difraksinasi lagi. Kromatogram KLT dari fraksi A-
H ditunjukkan pada Gambar 4. 
 
   
Gambar 4. Kromatogram fraksi A, B, C (eluen CHCl3:N-heksana = 3:7), fraksi D, 
E, F (Eluen CHCl3:Aseton = 9:1), Fraksi G dan H (Eluen 
CHCl3:Aseton = 5,5:4,5) Hasil KVC. 
 
Pada tahap fraksinasi fraksi H dengan kromatografi flash didapatakan 9 
fraksi. Fraksi-fraksi pada tahap satu dan dua yang memiliki pola pemisahan yang 
sama digabungkan dengan panduan KLT eluen n-heksana:EtOAc = 3:7. Hasil 
target 
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penggabungan fraksi didapat 9 fraksi utama (H1-H9) dengan berat fraksi adalah 
sebagai berikut: fraksi H1 (0,025 gram), H2 (0,029 gram), H3 (0,244 gram), H4 
(0,449 gram), H5 (0,154 gram), H6 (0,516 gram), H7 (0,042 gram), H8 (0,016 
gram), dan H9 (0,011 gram). Pada tahap selanjutnya mengerjakan fraksi H6. Hal 
ini dikarenakan  Senyawa target berada pada fraksi ini dan jarak pemisahan antar 
noda cukup jauh sehingga bisa dipisahkan menggunakan kromatografi gravitasi 
menggunakan sephadex LH20. Kromatogram hasil KLT fraksi H1-H9 ditunjukkan 
pada Gambar 5. 
 
 
Gambar 5. Kromatogram Hasil Kromatografi Flash Fraksi H (Eluen N-    
heksana:MeOH = 8:2). 
 
Pada proses fraksinasi fraksi H6 didapatkan fraksi sebanyak Pada 
fraksinasi ini 10 fraksi (H6a-H6j) dengan berat sebagai berikut: H6a (132 mg), H6b 
(37 mg), H6c (20 mg), H6d (9 mg), H6e (7 mg), H6f (276 mg), H6g (20 mg), H6h (6 
mg), H6i (8 mg), dan H6j (1 mg). Senyawa target berada pada fraksi H6f dan H6g. 
Namun karena pada H6g terdapat pengotor diatas senyawa target maka akan lebih 
sulit proses pemurnian senyawa target. Selain itu, berat H6f lebih banyak 
dibandingkan H6g. Oleh karena itu dipilih H6f untuk proses selanjutnya. 
Kromatogram fraksi H6a-H6j ditunjukkan pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Kromatogram Hasil Kromatografi Gravitasi Menggunakan Sephadex 
LH 20 Fraksi H6 (Eluen N-heksana:EtOAc =  2,5:7,5) 
 
Proses purifikasi fraksi H6f menghasilkan 11 fraksi (H6f1-H6f11) dengan berat 
sebagai berikut: H6f1 (12 mg), H6f2 (~ mg), H6f3 (64 mg), H6f4 (~ mg), H6f5 (22 mg), 
H6f6 (18 mg), H6f7 (29 mg), H6f8 (51 mg), H6f9 (4 mg), H6f10 (1 mg), dan H6f11 (~ 
mg)Fraksi (H6f7) menunjukkan satu spot yang diduga senyawa tunggal sebanyak 
29 mg. Hasil KLT fraksi (H6f1-H6f11) dengan eluen CHCl3:MeOH (8:2) 
ditunjukkan pada Gambar 7. 
 
 
Gambar 7. Kromatogram Hasil Kromatografi Flash Fraksi H6f (Eluen 
CHCl3:MeOH= 8:2). 
 
Fraksi (H6f7) yang diduga senyawa tunggal. Oleh karena itu diuji dengan eluen 
yang berbeda untuk membuktikan kemurnian senyawa tersebut. Untuk uji ini 
  
42
 
digunakan eluen n-heksana:EtOAc (2:8) dan n-heksana:aseton (4:6), dengan hasil 
KLT ditunjukkan pada Gambar 8a dan 8b. 
 
   
Gambar 8. a. Kromatogram Uji Kemurnian Fraksi H6f7 (Eluen N-heksana:EtOAc 
= 2:8). 
b. Kromatogram Uji Kemurnian Fraksi H6f7 (Eluen N-heksana:Aseton 
= 4:6) 
 
Berdasarkan uji kemurnian dengan menggunakan sistem eluen yang berbeda 
menunjukkan satu spot. Oleh karena itu disimpulkan fraksi H6f7 merupakan 
senyawa murni. Senyawa ini berupa padatan berwarna kuning pucat. 
Senyawa H6f7 yang didapat dikarakterisasi dengan spektoskopi UV, infra 
merah, 1H NMR, 13C NMR, 13C NMR DEPT 90, dan NMR 2 dimensi. Hasil 
karakterisasi  spektroskopi 1H NMR, 13C NMR, dan 13C NMR DEPT 90 
ditunjukkan pada tabel 6. Hasil karakterisasi dengan spektoskopi UV dan IR 
ditunjukkan pada tabel 7. Hasil karakterisasi dengan HMQC dan HMBC 
ditunjukkan pada tabel 8. 
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Tabel 6. Data 1H NMR (Metanol-d4, 500 MHz) dan 13CNMR (Metanol-d4, 125 
MHz) 3CNMR DEPT 90 dari Senyawa H6f7. 
Data 1H NMR 
δH senyawa H6f7 ppm 
(multiplisitas,J Hz) 
 13CNMR 
δC Senyawa H6f7 
(ppm) 
 13CNMR DEPT 90 
δC senyawa H6f7  
(ppm) 
7,33 (1H, s) 179,7 - 
7,30 (1H, dd, J= 1,8 dan 8,6) 165,9 - 
6,90 (1H, d, J= 8,6) 163,3 - 
6,36 (1H, s) 159,4 - 
6,19 (1H, s) 158,6 - 
5,34 (1H, s) 149,9 - 
4,91 (brs) 146,5 - 
4,22 (1H, t, J= 1,85 dan 3,1) 136,3 - 
3,75 (1H, dd, J= 3,1 dan 9,8 123,0 - 
3,41 (1H, m) 122,9 122,9 
3,33 (1H, d, J= 9,8) 177,0 177,0 
0,94 (3H, d, J= 5,5) 116,4 116,4 
- 105,9 - 
- 103,6 103,6 
- 99,9 99.9 
- 94,8 94,8 
- 73,3 73,3 
- 72,2 72,2 
- 72,1 72,1 
- 72,0 72,0 
- 17,7 - 
 
Tabel 7. Data UV dan Serapan IR dan dari Senyawa H6f7 
 Data spektra UV  Data spektra IR 
λmaks senyawa H6f7 (nm) Bilangan gelombang  
(cm-1) metanol metanol + NaOH 
211,5 214,5 3294,42  
256 271 2931,80 
349 400,5 1728,22 
- - 1604,77 
- - 1504,48  
- - 1458,18  
- - 1357,89 
- -  1064,71 
- - 964,41 
- - 817,82; 
- - 786,96 
- - 709,80 
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Tabel 8. Data HMQC dan HMBC Senyawa H6f7 
δH senyawa H6f7 (ppm) 
HMQC 
1H - 13C 1 ikatan 
(δC ppm) 
HMBC 
1H - 13C 2-3 ikatan 
(δC ppm) 
7,33 117,0  159,4; 149,9; 146,5; 123,0  
7,30  122,9 159,4; 149,9; 117,0 
6,91 116,4 149,9; 146,5; 122,9;  
6,36 94,8 166,0; 158,6; 105,9; 99,4 
6,19 99,9 166,0; 163,3; 105,9; 94,8 
5,34 103,6 136,3; 72,2;  
4,22 72,0 73,3 
3,75 72,1 73,3 
3,41 72,2 - 
3,33 73,3 72,2; 0,93 
0,93 17,7 72,2 
 
 
B. Pembahasan 
 
Spektrum ultra violet (UV) dalam metanol senyawa H6f7 yang ditunjukkan 
pada Gambar 9a menunjukkan adanya serapan maksimum pada λmaks 211,5; 256; 
dan 349 nm. Serapan pada λmaks 349 biasanya serapan dari sistem sinamoil. 
Sedangkan serapan pada λmaks 211,5 dan 256 adalah serapan dari sistem benzoil 
(Kristanti, 2008). Penambahan pereaksi geser NaOH menunjukkan serapan 
maksimum pada λmaks 214,5; 271; dan 400,5 nm yang menunjukkan pergeseran 
batokromik, yang ditunjukkan pada Gambar 9b. Pergeseran ini menandakan 
adanya gugus hidroksi pada fenolik.  
 
  
   a     b 
 
256 
211,5 
349 400,5 
214,5 
271 
271 
Gambar 9a. Spektra UV fraksi H6f7 dalam MeOH 
      b. Spektra UV fraksi H6f7 dalam MeOH + NaOH 
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Spektrum IR dari fraksi H6f7 ditunjukkan pada Gambar 10. Spektra 
tersebut memperlihatkan adanya serapan yang melebar dari hidroksi pada 
bilangan gelombang 3294,42 cm-1. Serapan dari gugus karbonil ditunjukkan oleh 
serapan pada bilangan gelombang 1728,22 cm-1. Serapan ikatan karbon-karbon 
aromatik ditunjukkan oleh serapan pada bilangan gelombang 1504,48 dan 
1604,77cm-1. Ikatan C-H alkana ditunjukkan oleh serapan pada bilangan 
gelombang 2931,80 cm-1. Ikatan C-O-C pada eter ditunjukkan oleh serapan  pada 
bilangan gelombang 1064,71 cm-1.  
 
 
Gambar 10. Spektra IR fraksi H6f7 
  
Data spektrum 13C NMR pada Gambar 11 memperlihatkan adanya 21 
sinyal karbon sedangkan spektrum 13C NMR DEPT 90 pada Gambar 12 
memperlihatkan adanya 10 sinyal CH. Pada spektrum IR memperlihatkan adanya 
serapan karbonil. Karbonil ini ditunjukkan oleh δC 179,7 ppm. Sinyal CH 
aromatik ditunjukkan oleh δC 122,9; 177,0; 116,4; 103,6; 99,9 dan 94,81 ppm. 
Sinyal CH–O ditunjukkkan oleh δC 73,3; 72,2; 72,1 dan 72,0 ppm. Adanya 4 
sinyal CH-O menandakan adanya gugus gula. Biasanya gugus gula terdiri dari 6 
atom karbon. Berdasar data HMBC pada Gambar 13, menunjukkan adanya 
korelasi antara gugus metil dengan salah satu karbon CH-O tersebut. Hal ini 
menunjukkan bahwa gula pada senyawa ini mempunyai gugus metil. Gula dengan 
gugus metil adalah rhamnosil (Carey, 2008). 
OH C-H alkana 
 C=O 
C-O-C eter 
C aromatik 
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Gambar11. Spektra 13C NMR fraksi H6f7 
 
 
Gambar 12. Spektra 13C NMR DEPT 90 
 
 
Gambar13. Spektra HMBC, tinta merah menunjukkan korelasi proton metil 
dengan karbon penyusun rhamnosil. 
1 
C=O 
1 
CH3 
4 
CH-O 5 CH 
aromatik 
4 C 
kuartener 
5 C oksiaril 
O-CH-O 
CH-O 
     CH3 
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Sinyal yang lain diduga sinyal dari kerangka dasar. Kerangka dasar yang terdiri 
dari 15 C adalah fenilkumarin dan flavonoid. Kerangka dasar yang berupa 
fenilkumarin harus ada satu sinyal C yang mewakili 2 C yang menandakan adanya 
C yang simetris (Guilet et al., 2001). Berdasar data 13C NMR senyawa H6f7 tidak 
menunjukkan adanya sinyal tersebut. Jadi diusulkan kerangka dasar dari senyawa 
H6f7 tersebut adalah flavonoid. Melihat pola spektrum UV senyawa 
memperlihatkan pola spektrum flavonoid golongan flavon. Selain gugus metil dan 
gugus rhamnosil, tidak ada lagi gugus tambahan pada kerangka dasar, sehingga 
diusulkan senyawa ini adalah flavon(2)(Markham, et al., 1970) yang tersubstitusi 
oleh rhamnosil (59) (Carey, 2008). Penomoran karbon pada flavon ditunjukkan 
pada strutur no 60. 
O
60
O
59
A C
B
3
5
7
4
O
CH3
OH
HO
HO
OH
2"
3"
2' 4'
5'
6
8
10
9
3'
4''
1'' 5''
6''
2
1'
6'
 
   
Tabel 9. Interpretasi Data 13C NMR (Metanol, d4, 125 MHz) Senyawa H6f7 
δC (ppm) Sinyal δC (ppm) Sinyal 
179,7 karbonil 116,4 CH aromatik 
165,9 karbon oksiaril 105,9 karbon kuartener 
163,3 karbon oksiaril 103,6 O-CH- O 
159,4 karbon oksiaril 99,9 CH aromatik 
158,6 karbon kuaterner 94,8 CH aromatik 
149,9 karbon oksiaril 73,3 CH- O  
146,5 karbon kuartener 72,2 CH- O 
136,3 karbon oksiaril 72,1 CH- O 
123,0 karbon kuartener 72,0 CH- O 
122,9 CH aromatik 17,7 Metil 
177,0 CH aromatik   
 
Data spektrum 1H NMR pada Gambar 14 memperlihatkan adanya 5 sinyal 
proton aromatik. Tiga sinyal proton memperlihatkan adanya sistem ABX pada δH  
7,33 (s); 7,30 (dd, J= 1,8 dan 8,6); dan 6,91 (d, J= 8,6). Multiplisitas dari sinyal 
tersebut merupakan ciri dari adanya sistem ABX dari aromatik. Hal ini diperkuat 
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dengan adanya proton pada 7,30; 6,91 yang mempunyai tetapan kopling sebesar 
8,6. Tetapan ini menandakan bahwa kedua proton tersebut berkopling, sehingga 
posisi dari kedua proton tersebut pada posisi orto. Sistem ABX pada aromatik 
ditunjukkan pada Gambar 15. 
 
Gambar 14. Spektra 1H NMR fraksi H6f7 
 
Dua proton aromatik  yang lain menunjukkan sinyal singlet. Hal ini 
menandakan kedua proton ini tidak berada pada posisi orto. Lima sinyal proton 
pada karbon yang berikatan dengan OH pada δH 5,34 (s); 4,22 (t, J= 1,85 dan 3,1); 
3,75 (dd, J= 3,1 dan 9,8); 3,33 (d, J= 9,8) dan 3,41 (m) ppm seperti sinyal proton 
pada gugus gula. Sinyal proton hidroksi ditunjukkan oleh sinyal tinggi dan lebar 
pada δH 4,91 ppm. Selain dari gugus gula, dimungkinkan masih ada gugus 
hidroksi dari kerangka aromatik sehingga membuat kelimpahan dari gugus ini 
tinggi. Pada δH 0,94 ppm menandakan adanya gugus metil, karena multiplisitas 
dari proton ini hanya 3. Puncak dari metil ini adalah doblet. Hal ini menunjukkan 
proton metil berkopling dengan satu proton. Sehingga metil terikat pada karbon 
kuarterner. Tabel 10 menunjukkan jenis-jenis proton senyawa H6f7. 
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H
H7,33
6,91
7,30
H
 
Gambar 15. Sistem ABX pada Aromatik Senyawa H6f7.  
 
Tabel 10. Interpretasi Data 1H NMR (Metanol-d4, 500 MHz) Senyawa H6f7 
δH ppm (multiplisitas, J dalam Hz) Sinyal 
7,33 (1H, s) H-aromatik 
7,30 (1H, dd, J= 1,8 dan 8,6 H-aromatik 
6,91(1H, d, J= 8,6) H-aromatik 
6,36 (1H, s) H-aromatik 
6,19 (1H, s) H-aromatik 
5,34 (1H, s) CH-OH 
4,91 (brs) H-hidroksi 
4,22 (1H, t, J=1,85 dan 3,1) CH-OH 
3,75 (1H, dd, J= 3,1 dan 9,8) CH-OH 
3,40 (1H, m) CH-OH 
3,33 (1H, d, J= 9,8) CH-OH 
0,94(3H, d,J=5,5 ) H-metil 
 
Proton metil (δH 0,94 ppm) terikat karbon pada δC 17,75 ppm. Posisi 
karbon metil pada ramnosil adalah pada C6’’. Karbon yang mempunyai hubungan 
dengan proton metil adalah karbon pada δC 72,2 dan δC 73,3 ppm. Proton yang 
berikatan dengan karbon pada δC 72,2 dan δC 73,3 ppm masing-masing 
mempunyai puncak multiplet dan doblet. Oleh karena itu metil berikatan dengan  
karbon pada δC 72,2 ppm. Gugus metil dari ramnosil terikat pada C5’’ sehingga 
C5’’  adalah karbon pada δC 72,2 ppm. Proton C5’’ (δH 3,40 ppm) berhubungan 
dengan proton pada δH 3,33 dan 5,34 ppm. Masing-masing proton tersebut 
merupakan proton dari karbon pada δC 73,3 dan δC 103,6 ppm. Posisi dari salah 
satu karbon ini adalah pada C1’’ atau C4’’. Karbon pada posisi C1’’ mempunyai 
pergeseran yang lebih jauh dibandingkan C4’’. Hal ini karena karbon C1’’  terikat 
langsung dengan atom oksigen sehingga lebih tak terlindungi. Jadi posisi C1’’ 
ditempati oleh karbon pada δC 103,6 ppm dan C4’’ ditempati karbon δC 73,3 ppm. 
Hubungan proton  pada δH 3,41 ppm dengan C1’’ dan C4’’ ditunjukkan pada 
Gambar 16a. Proton pada δH 3,33 ppm berhubungan dengan karbon pada δC 72,1 
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dan 72,0 ppm. Masing-masing karbon tersebut mengikat proton pada δH 3,75 dan 
δH 4,22 ppm. Kemungkinan posisi dari salah satu karbon ini adalah pada posisi 
C2’’ atau C3’’. Proton pada δH 3,75 merupakan proton dengan puncak doubel 
doblet. Proton ini berkopling dengan proton pada δH 3,33 ppm dengan tetapan 
kopling sebesar 9,8 dan proton pada δH 4,22 ppm dengan tetapan kopling sebesar 
3,1. Oleh karena itu posisi proton ini terikat karbon yang posisinya diantara  
karbon pada δC 73,3 dan δC 72,0 ppm. Posisi dari karbon pada δC 72,1 adalah pada 
C3’’ dan δC 72,1 ppm pada C3’’. Hubungan proton δH 3,33 ppm dengan karbon-
karbon ditunjukkan pada Gambar 16b. Posisi karbon pada rhamnosil ditunjukkan 
pada Gambar 16c.  
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Gambar 16.  a. Hubungan proton δH 3,41 ppm dengan C1’’ dan C4’’.  
b.  Hubungan proton δH 3,33 ppm dengan C5’’ dan C6’’. 
c.  Posisi karbon-karbon pada rhamnosil. 
d.  Posisi  proton-proton pada rhamnosil.  
e.  Posisi gugus hidroksi dan metil pada rhamnosil.  
 
Puncak proton pada C1’’ adalah singlet. Puncak ini berbeda dengan teori, 
yang seharusnya doblet. Hal ini karena tetapan kopling dari proton tersebut 
mendekati nol sehingga pada spektra 1H NMR terlihat singlet. Berdasarkan teori 
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karplus, jika J mendekati nol maka sudut yang dibentuk oleh kedua proton yang 
berkopling adalah antara 60-80º (Breitmaeir, 2002). Sudut antara 60-80º pada 
piranosa dibentuk oleh proton-proton pada posisi ekuatorial. Proton pada C2’’ 
mempunyai tetapan kopling sebesar 1,85 yang merupakan kopling dengan proton 
pada C1’’ sehingga sudut yang dibentuk antara keduanya adalah antara 60-80º. 
Oleh karena itu posisi proton pada C1’’ dan C2’’ adalah pada posisi ekuatorial. 
Karbon pada C1’’ dan C2’’ merupakan karbon yang mengikat hidroksi, sehingga 
posisi dari hidroksi adalah pada posisi aksial. Proton C3’’ dan C4’’ berkopling 
dengan tetapan kopling sebesar 9,8. Tetapan kopling sebesar ini dibentuk oleh 
proton-proton yang membentuk sudut hampir 180º. Posisi kedua proton untuk 
membentuk sudut sebesar ini adalah pada posisi aksial. Oleh karena itu posisi 
hidroksi pada C3’’ dan C4’’ adalah pada posisi ekuatorial. Tetapan kopling dari 
Proton pada C5’’ merupakan proton dengan puncak multiplet sehingga tetapan 
koplingnya lebih dari 2. Salah satu tetapan kopling tersebut adalah 9,8. Tetapan 
kopling ini menggambarkan kopling proton pada C4’’ dan C5’’. Sehingga posisi 
dari proton C5’’ pada posisi aksial dan gugus metil pada posisi ekuatorial. Posisi 
proton-proton pada rhamnosil ditunjukkan pada gambar 16d sedangkan posisi 
hidroksi dan metil ditunjukkan pada gambar 16e. Ikatan gugus rhamnosil ke 
kerangka aromatik dapat berupa ikatan C-C atau C-O. Hanya proton pada C1’’ 
yang mempunyai hubungan dengan karbon aromatik pada δC 136,3 ppm. Sehingga 
ikatan gugus ramnosil dengan kerangka aromatik melalui ikatan O pada C1’’ 
dengan C pada kerangka aromatik. 
Proton aromatik pada sistem ABX (δH 7,3; 7,33; dan 6,91) terikat pada 
karbon dengan δC 122,9; 177,0; dan 116,4 ppm. Sistem ini merupakan cincin B 
dari flavon. Proton pada δH 7,33 ppm berhubungan dengan karbon pada δC 159,4; 
149,9; 146,5 dan 123,0 ppm. Proton pada δH 7,3 ppm berhubungan dengan karbon 
pada δC 159,4; 149,9; dan 117,0 ppm. Proton pada δH 6,91 ppm berhubungan 
dengan karbon pada δC 149,9; 146,5 dan 122,9 ppm. Karena proton pada δH 7,30 
berkopling dengan 6,91 ppm maka proton tersebut pada posisi orto. Kemungkinan 
posisi dari kedua proton ini adalah C2’ dan C3’ atau C5’ dan C6’. Posisi dari kedua 
kemungkinan ini adalah simetris sehingga posisi kedua proton boleh keduanya. 
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Jika Kedua proton pada C5’ dan C6’ maka proton pada δH 7,33 ppm terikat pada 
C2’. Proton pada C2’ mempunyai hubungan dengan karbon δC 122,9 yang 
berikatan dengan δH 7,30 ppm. Sehingga posisi dari proton pada δH 7,30 ppm 
adalah pada C6’ dan proton pada δH 6,91 ppm C5’. Posisi proton-proton tersebut 
ditunjukkan pada Gambar 17a.  
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Gambar 17.  a.  Posisi proton-poton pada posisi ABX . 
b.  Posisi karbon-karbon dan proton-proton pada cincin B pada 
kerangka aromatik.  
c.  Posisi proton-proton pada cincin B pada kerangka aromatik. 
d.  Korelasi proton pada δH 7,33 ppm dengan karbon-karbon.  
e.  Korelasi proton pada δH 7,30 ppm dengan karbon-karbon.  
f.  Korelasi proton pada δH 6,91 ppm dengan karbon-karbon. 
 
Karbon pada δC 149,9 dan 146,5 ppm merupakan oksiaril. Selain rhamnosil dan 
hidroksi tidak ada gugus tambahan tersubsitusi ke kerangka aromatik, sehingga 
karbon oksiaril pada δC 149,9 dan 146,5 ppm merupakan C aromatik yang 
mengikat gugus hidroksi. Kemungkinan posisi dari karbon ini adalah pada C3’ 
atau C4’. Karbon pada δC 149,9 ppm mempunyai hubungan dengan ketiga proton 
tersebut. Sehingga posisi dari karbon ini adalah pada C4’. Karena proton pada C6’ 
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tidak mempunyai hubungan dengan karbon pada δC 146,5 ppm maka posisi pada 
karbon ini adalah pada C3’. Proton C2’  berhubungan dengan δC 123,0 ppm 
sehingga posisi dari karbon tersebut pada C1’. Proton pada C2’ C6’ mempunyai 
hubungan dengan  karbon pada δC 159,4 ppm. Oleh karena itu posisi dari karbon 
ini adalah pada cincin C dan dengan karbon inilah C1’ berikatan. Karbon δC 159,4 
ppm kemungkinan berada pada posisi 2 atau 3 pada cincin C. Posisi karbon-
karbon dan proton-proton pada cincin B pada kerangka aromatik ditunjukkan pada 
Gambar  17b dan 17c. Korelasi proton pada δH 7,33; δH 7,30; dan δH 6,91 ppm 
dengan karbon-karbon ditunjukkan pada Gambar 17d, 17e, dan 17f. 
Proton aromatik pada δH 6,19 dan 6,36 ppm terikat pada karbon dengan δC 
99,9 dan 94,8 ppm. Proton pasa δH 6,19 ppm berhubungan dengan karbon pada δC 
166,0; 163,3; 105,9 dan 94,8 ppm. Sedangkan proton pasa δH 6,36 ppm 
berhubungan dengan karbon pada δC 166,0; 158,6; 105,9 dan 99,9 ppm. 
Kemungkinan posisi proton pada cincin C adalah pada posisi 3 dan 2. Namun 
salah satu posisi ini sudah digunakan untuk berikatan dengan cincin B. Jika proton 
pada posisi 2 atau 3 maka harus ada sinyal pada HMBC yang menunjukkan salah 
satu proton tersebut mempunyai hubungan dengan C karbonil δC 179,7 ppm 
(Tabel 8). Namun sinyal ini tidak ada, sehingga kedua proton ini tidak berada 
pada posisi 2 atau 3. Kemungkinan posisi proton pada cincin A adalah terikat C5, 
C6, C7 dan C8. Karena puncak dari proton ini singlet maka kedua proton ini tidak 
pada posisi orto. Proton pada δH 6,19 ppm mempunyai hubungan dengan karbon 
yang terikat dengan δH 6,19 ppm begitu juga sebaliknya. Hubungan ini 
menandakan bahwa karbon tersebut berada posisi meta sehingga kemungkinan 
kedua proton tersebut berada pada C5 dan C7 atau C6 dan C8. Jika ada proton pada 
posisi C5, maka proton tersebut mempunyai hubungan dengan karbonil. Namun, 
tidak ada proton yang memiliki hubungan dengan karbonil. Oleh karena itu kedua 
proton ini terikat pada C6 dan C8. Karbon pada δC 166,0 dan 163,3 ppm adalah 
karbon oksiaril, sehingga karbon ini mengikat gugus hidroksi. Kemungkinan 
posisi karbon ini adalah posisi 5 atau 7. Karbon pada δC 166,0 ppm memiliki 
hubungan dengan proton pada C6 dan C8. Posisi yang mungkin menggambarkan 
hubungan ini adalah posisi 7 dan ditunjukkan pada Gambar 18a. 
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Gambar 18.  a. Hubungan Proton pada  δH 6,19 dan δH 6,36 ppm dengan Karbon 
C7.  
b. Hubungan Proton pada δH 6,19 ppm dengan C5.  
c.  Hubungan Karbon  C9 dan C10 dengan Proton-proton.  
d.  Posisi Karbon-karbon pada Cincin A dan C Kerangka Aromatik.  
e. Hubungan Proton δH 6,19 ppm dengan Karbon-karbon.  
f.  Hubungan Proton δH 6,36 ppm dengan Karbon-karbon. 
 
Karbon pada δC 163,3 ppm adalah karbon oksiaril. Karbon ini memiliki hubungan 
dengan salah satu proton pada cincin A. Sehingga karbon ini berada pada C5. 
Karbon ini memiliki hubungan dengan proton pada δH 6,19 ppm sehingga proton 
ini terikat pada C6. Karena proton δH 6,19 ppm terikat pada C6 maka proton pada 
δH 6,36 ppm terikat pada C8. Hubungan karbon C5 ini dengan  proton pada δH 6,19 
ppm ditunjukkan pada gambar 12b. Karbon pada δC 105,9 ppm merupakan karbon 
kuartener. Kemungkinan posisi dari karbon ini adalah pada C9 atau C10. Karbon 
ini mempunyai hubunngan dengan proton yang terikat pada C6 maka posisi dari 
karbon ini adalah pada C10. Sedangkan posisi C9 ditempati oleh karbon oksiaril 
dengan δC 158,6 ppm. Hal ini karena karbon ini mempunyai hubungan dengan 
proton yang terikat pada C8. Hubungan kedua karbon ini dengan proton-proton 
ditunjukkan pada gambar 12c. Posisi karbon-karbon pada cincin A dan C 
ditunjukkan pada gambar 12d  sedangkan hubungan proton δH 6,19 dan δH 6,36 
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ppm dengan karbon-karbon ditunjukkan pada gambar 12e dan 12f. 
Karbon pada δC 136,3 dan δC 159,4 ppm belum diketahui posisinya. 
Kemungkinan posisi karbon ini adalah C2 dan C3. Pergeseran C2 lebih besar dari 
C3. Hal ini karena C2 terikat langsung dengan atom oksigen sehingga lebih tak 
terlindungi. Oleh karena itu C2 ditempati oleh karbon pada δC 159,4 ppm dan C3 
ditempati karbon pada δC 136,3 ppm . Cincin B berikatan dengan cincin C melalui 
ikatan C1’ dengan karbon pada δC 159,4 ppm. Sehingga cincin B tersubstitusi ke 
cincin C pada C2 dan O-ramnosil tersubstitusi ke C3. Posisi karbon-karbon dan 
proton-proton pada senyawa H6f7 ditunjukkan pada Gambar 19dan 20. 
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Gambar 18. Posisi  Geseran Kimia Karbon-karbon pada Senyawa H6f7. 
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Gambar 20. Posisi  Geseran Kimia Proton-proton pada Senyawa H6f7. 
 
Berdasarkan analis data yang dijabarkan diatas, disarankan senyawa H6f7 
adalah quecetrin (61) dengan rumus molekul C21H20O11. Senyawa ini juga dikenal 
dengan nama quercetin-3-O-rhamnopiranosida atau quercetin-3-O-rhamnosida. 
Data spektrum senyawa quecetrin dibandingkan dengan data senyawa yang telah 
dikenal sebelumnya menunjukkan persamaan yang jelas dari struktur yang 
disarankan. Senyawa quecetrin yang telah dikenal diisolasi dari biji Ceratonia 
siliqua L. (Gohar et al., 2009). 
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Tabel 11. Perbandingan Data  1H dan 13C NMR Quercetrin (63) Senyawa H6f7    
dengan  Standar. 
 
No C 
δH Quercetrin ppm (multiplisitas, J Hz) δC Quercetrin (ppm) 
Standar 
(DMSO-d6, 400 
MHz)* 
Senyawa H6f7 
(metanol-d4, 500 
MHz) 
Standar 
(DMSO-d6, 
100 MHz)* 
 Senyawa H6f7 
(metanol-d4, 125 
MHz) 
 
2 - - 157,9 159,4 
3 - - 134,9 136,3 
4 - - 178,3 179,7 
5 - - 161,8 163,3 
6 6,21 (br,s) 6,33 (1H, s) 99,4 99,9 
7 - - 164,5 166,0 
8 6,33 (br,s) 6,19 (1H, s) 93,4 94,8 
9 - - 157,1 158,6 
10 - - 104,6 105,9 
1’ - - 121,6 123,0 
2’ 7,32 (m) 7,33 (1H, s) 115,6 117,0 
3’ - - 145,0 146,5 
4’ - - 148,4 149,9 
5’ 6,91 (d, J= 8,4) 6,91(1H, d, J= 8,6) 115,0 116,4 
6’ 7,32 (m) 7,30 (1H, dd, J= 8,6; 
3,6) 
121,5 122,9 
1” 5,30 (br,s) 5,34 (1H, s) 102,2 103,6 
2” 4,22 (m)  4,22 (1H, t, J= 1,85 
dan 3,1) 
70.8 72,0 
3” 3,20-3,76 (m) 3,75 (1H, d, J= 9,8; 
3,7) 
70,7 72,1 
4” 3,20-3,76 (m) 3,33 (1H, d, J= 9,8) 70,7 73,3 
5” 3,20-3,76 (m) 3,41 (1H, m) 70,6 72,2 
6” 0,94 (d, J= 5,4) 0,94  (3H, d, J= 5,5) 16,4 17,7 
 
* (Gohar et al., 2009) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN  
 
A. KESIMPULAN  
Pada penelitian ini berhasil diisolasi satu senyawa berbentuk padatan 
berwarna kuning pucat. Berdasarkan analisis spektra data UV, IR, 1H NMR, 13C 
NMR, 13C NMR DEPT 90, NMR dua dimensi dan membandingkan dengan data 
referensi, senyawa yang diperoleh adalah quercetrin (quercetin 3-O-rhamnosida). 
Senyawa ini termasuk golongan flavonoid glikosida. Sehingga pada penelitian ini 
tidak ditemukan senyawa kumarin ataupun benzodipiranon dalam daun 
Calophyllum inophyllum. Penelitian ini merupakan isolasi pertama kali senyawa 
quercetrin dari daun  Calophyllum inophyllum. 
 
 
B. SARAN 
Pada penelitian ini hanya satu senyawa yang diisolasi dan dielusidasi. 
Masih banyak senyawa yang belum diisolasi. Maka penulis memberikan saran 
adanya fraksinasi dan pemurnian serta elusidasi dari fraksi A, B, C, D, E, F dan G 
untuk mendapatkan senyawa lain yang terkandung dalam daun Calophyllum 
inophyllum. Selain itu perlu ada penelitian lebih lanjut mengenai bioaktivitas yang 
terkandung dalam quercetrin sehingga dapat diketahui manfaat dari senyawa 
tersebut. 
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